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Datum der Disputation:  
 
ZUSAMMENFASSUNG 
Verglichen  mit  normal  progredierenden  HIV-1  Infizierten  weisen  Langzeit  Nicht-
Progredierende (LTNP), trotz chronischer Infektion und ohne antivirale Therapie, keinerlei 
Anzeichen einer klinischen Progression sowie stabil hohe CD4
+-Zellzahlen und eine geringe  
Viruslast auf. Für diesen ungewöhnlichen Infektionsverlauf wurden mehrere virologische, 
genetische und immunologische Ursachen in der Literatur beschrieben. Anhand einer gut 
charakterisierten  LTNP-Kohorte  und  einer  Kontrollgruppe  mit  vergleichbaren  klinischen 
Markern, wurde hier der Einfluss der einzelnen Faktoren, vor allem der humoralen Immun-
antwort, auf den Infektionsverlauf analysiert. 
Die Analyse viraler und patienteneigener Gene zeigt, dass keiner der LTNP die ccr532 
Mutation aufweist und auch der Vergleich der viralen Proteine Env, Nef, Rev, Tat und Vpr 
ergab keine zwingende Ursache für ein Ausbleiben der Progression. So zeigt sich zwar eine 
Anreicherung von Insertionen in den Variablen Schleifen (v.a. V1/V2) in den Env der LTNP-
Viren,  die  Funktionalität  der  viralen  Hüllproteine  wurde  jedoch  mit  Hilfe  HIV-1  
Env-rekombinanter Reporterviren aufgezeigt. Die HIV-1 Env-rekombinanten Reporterviren 
der LTNP unterschieden sich weder in ihrer Infektiosität, noch in der Effizienz der frühen 
Replikationsschritte  von  den  korrespondierenden  Viren  der  HIV-1  Kontrollpatienten,  was  
einen  entscheidenden  Einfluss  der  Hüllproteine  auf  den  Infektionsverlauf  nahezu  aus-
schließt.  Seitens  der  zellulären  Immunantwort  wurden  in  einigen  LTNP  HLA-B  Typen  
identifiziert, die in der Literatur mit einem verlangsamten Infektionsverlauf und einer aus-
geprägten zellulären Immunantwort in Verbindung gebracht wurden. Die Untersuchung der 
zellulären Immunantwort der LTNP (außerhalb dieser Arbeit) ergab jedoch keine Besonder-
heiten,  was  den  Einfluss  der  identifizierten  HLA-B  Typen  auf  den  nicht-progredierenden  
Infektionsverlauf relativiert. Die humorale Immunantwort der Patienten wurde in umfassen-
den Neutralisationsstudien mit Hilfe der HIV-1 Env-rekombinanten Reporterviren analysiert. 
Hierbei  zeigte  sich,  dass  die  LTNP,  verglichen  mit  den  HIV-1  Kontrollpatienten,  eine  
signifikant  bessere  humorale  Immunantwort  besitzen.  Zusammen  mit  den  zuvor  
gewonnenen  Erkenntnissen  legt  dies  einen  entscheidenden  Einfluss  neutralisierender  
Antikörper am Nicht-Progredieren der LTNP nahe. 
Durch  den  Einsatz  HIV-1  Env-spezifischer  Peptidphagen  wurde  die  humorale  
Immunantwort  der  zwei  Patientengruppen  weiter  untersucht,  wobei  einige  Unterschiede 
zwischen der Antikörperantwort der LTNP und HIV-1 Kontrollpatienten aufgezeigt wurden. 
Mit Hilfe dieser Peptidphagen wurde in Versuchstieren eine HIV-1 Env-reaktive Immunant-
wort induziert. Die Fusion von Myelomzellen mit den B-Zellen der immunisierten Tiere und 
die anschließende Selektion führten zur Isolierung HIV-1 Env-spezifischer Hybridomazellen.  
 
Um sich den Vorteil der langjährigen Antikörperreifung in den Patienten selbst zu Nutze 
zu machen und gezielt breit-neutralisierende Antikörper zu isolieren, wurden, ausgehend 
von B-Zell mRNA der LTNP, patienteneigene scFv Phagen Display Bibliotheken erstellt. Die 
in vitro Selektion dieser scFv Phagen Display Bibliotheken mit unterschiedlichen HIV-1 Env 
Varianten  führte  zur  Isolierung  einiger  HIV-1  Env  spezifischer  scFv-Phagen.  Die  
Untersuchung der Bindungseigenschaften des reaktivsten scFv-Phagens zeigte eine breite 
Reaktivität gegen unterschiedliche HIV-1 Env Varianten, die durch HIV-1 positives Serum 
kompetiert  werden  konnte.  Das  Epitop  dieses  scFv-Phagens  wurde  in  der  Variablen  
Schleife 3 von HIV-1 Env lokalisiert. 
Diese  Arbeit  zeigt  den  entscheidenden  Einfluss  der  humoralen  Immunantwort  für  die 
nicht-progredierende  Infektion  der  hier  untersuchten  LTNP  und  gibt  erste  Hinweise  auf 
mögliche  Ursachen  für  die  außergewöhnlich  breite  Serumreaktivität.  Die  Identifikation  
charakteristischer Eigenschaften in der humoralen Immunantwort, sowie die Identifizierung 
der  hierfür  verantwortlichen  Antikörper  kann  bei  der  Entwicklung  aktiver  oder  passiver  
Vakzine von entscheidendem Vorteil sein oder als Ausgangspunkt für neue therapeutische 
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1. Einleitung 
1.1. Humanes Immundefizienz Virus Typ 1 
1.1.1. Historie, Klassifizierung und Pandemie 
1.1.1.1. Historie 
Zu Beginn der 1980er Jahre isoliert die Gruppe um L. Montagnier am Pasteur Institut in 
Paris aus einem Patienten mit erworbener Immunschwäche (Acquired Immune Deficiency 
Syndrome,  AIDS)  ein  bisher  unbekanntes  T-lymphotrophes  Retrovirus  und  bezeichnet  
dieses als Lymphadenopathie-assoziiertes Virus (LAV)
14. Zur gleichen Zeit weisen R. Gallo 
und seine Mitarbeiter am National Institut of Health (NIH) in Bethesda, Maryland in Patien-
ten einen neuen Subtyp von T-Zell Leukämie Viren (HTLV Typ III) nach und zeigen, dass 
deren  Tropismus  zu  einem  Verlust  CD4
+  Lymphozyten  und  zur  Ausbildung  von  AIDS 
führt
105,106. In den folgenden Jahren stellt sich heraus, dass es sich in beiden Fällen um das 
gleiche Virus handelt, weshalb das Internationale Komitee für  die Taxonomie von Viren 
(ICTV) 1986 beschließt, die bisherigen Bezeichnungen durch die einheitliche Bezeichnung 
Humanes Immundefizienz Virus Typ I (HIV-1) zu ersetzen
62. Auch im Georg-Speyer-Haus 
in  Frankfurt  am  Main  wurden  in  der  Arbeitsgruppe  von  H.  Rübsamen-Waigmann  et  al.  
mehrere HIV-1 und HIV-2 Isolate isoliert und charackterisiert
80,175. 
1.1.1.2. Klassifizierung 
HIV-1  und  HIV-2  zählen  zur  Familie  der  Retroviridae,  Gattung:  Lentiviridae.  Hierbei  
handelt es sich um Hüllviren komplexer Struktur mit einem Dimer von Einzelstrang RNA 
(positive  single-strand  RNA; (+)ssRNA) als Genom.  Die Gattungsbezeichnung Lentivirus 
(von  lat.  lenti  =  langsam)  bezieht  sich  auf  die  langsam  fortschreitenden,  chronisch  
degenerativen Infektionen bzw. Krankheiten, die durch diese Viren ausgelöst werden. Ihre 
Fähigkeit, nicht teilungsaktive Zellen zu infizieren, grenzt sie von den anderen Retroviridae 
ab. Neben HIV-1 und HIV-2 gehören unter anderem SIV (Simiane Immundefizienz Viren bei 
Primaten),  FIV  (Feline  Immundefizienz  Viren  bei  Haus-  und  Großkatzen),  BIV  (Bovine  
Immundefizienz Viren bei Rindern) zur Gattung der Lentiviren. 
Basierend  auf  Sequenzanalysen  wird  HIV-1  in  drei  Gruppen  eingeteilt
187.  GRUPPE  M 
(main-group) umfasst die Subtypen A (Gruppen A1, A2), B, C, D, E (bisher nicht nach-
gewiesen), F (Gruppen F1, F2), G, H, J und K sowie die zirkulierenden, rekombinanten 
Formen  (CIRCULATING  RECOMBINANT  FORM;  CRF),  welche  sich  nach  einer  Zoonose  von 
SIVcpz (Schimpansen SIV) auf den Menschen entwickelt haben
107,307. GRUPPE O (outlier-
group) umfasst nicht klar einzuordnende Sequenzen. Lange wurde diese Gruppe auf eine EINLEITUNG 
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Übertragung von SIVcpz auf den Menschen zurückgeführt, jedoch deuten neue Ergebnisse 
auf einen Übertritt von SIVgo (Gorilla SIV) auf den Menschen hin
339. GRUPPE N (not-M, not-
O  group  oder  auch  new-group)  umfasst  weitere,  nicht  zuzuordnende  Sequenzen,  die  
ebenfalls  auf  SIVcpz  zurückgeführt  werden,  sich  jedoch  klar  von  den  beiden  anderen  
Gruppen unterscheidet
161. Schimpansen und Gorillas selbst scheinen nicht das natürliche 
Reservoir des Virus, sondern nur ein Übergangswirt zu sein. Vielmehr wird die Rekombina-
tion verschiedener  SIV-Varianten in Schimpansen  oder  einem bisher  nicht  identifizierten 
Wirt und die anschließende Übertragung auf den Menschen als der Ursprung von HIV-1 
angesehen
129. 
HIV-2 ist nur zu rund 45% homolog mit HIV-1 und stellt einen eigenen Serotyp dar. Erste 
Fälle  von  HIV-2  Infektionen  wurden  im  Jahr  1986  in  Westafrika  und  später  in  Indien  
dokumentiert
61,286.  Die größte Homologie zu HIV-2 besitzen SI-Viren von Rußmangaben 
(engl.  sooty  mangabeys),  sog.  SIVsm.  Zahlreiche,  voneinander  unabhängige  Zoonosen 
dieser SIVsm auf den Menschen führten zur Entstehung der HIV-2 Subtypen (A, B, C, D, E, 
F, G und H)
109,291. 
1.1.1.3. Pandemie 
Die erste dokumentierte Infektion mit HIV-1 geht auf einen Patienten aus dem Jahr 1959 
in  Kinshasa,  Demokratische  Republik  Kongo  zurück
373.  Der  exakte  Zeitpunkt  der  ersten 
Zoonose ist wegen der geringen Probenzahl nicht exakt festzustellen, erfolgte wohl aber um 
das Jahr 1931 in Zentralafrika
170,171,173. Seither hat sich die Bedrohung durch HIV-1 zur  
bedeutenden  Pandemie  ausgeweitet,  so  dass  sie  heute  eine  der  größten  gesundheits-
politischen Herausforderungen unserer Zeit darstellt. Weltweit wird diese vor allem durch 
die  Subtypen  C  und  A,  in  Europa  und  den  USA  durch  den  Subtyp  B  getragen.  Die  
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization; WHO) schätzt die Zahl der welt-
weit  HIV-1  Infizierten  für  das  Jahr  2006  auf  33,2  (30,6 - 36,1)  Millionen.  Die  Zahl  der  
Neuinfektionen im gleichen Jahr gibt die WHO mit 2,5 (1,8 - 4,1) Millionen, die der AIDS  
Toten  mit  2,1  (1,9 - 2,4)  Millionen  an.  Trotz  aller  Fortschritte  im  Kampf  gegen  HIV-1,  
verursacht das Virus nach wie vor eine chronisch fortschreitende, lebenslang persistierende 
Infektion, bei der sich  die Infizierten weiterhin dem  Krankheitsbild AIDS und dem damit  
einhergehenden  Tod  gegenüber  sehen.  Das  bisher  einzige  Mittel  gegen  HIV-1  ist  die 
HAART Therapie. Die optimale Versorgung der Infizierten setzt jedoch ein gut organisiertes, 
solides  Gesundheitssystem  voraus,  was,  neben  der  hohen  Kosten,  den  Einsatz  dieser  
Medikamente weitgehend auf die Industrieländer beschränkt. Um den Zugang der finanz-
schwachen,  jedoch  am  stärksten  betroffenen,  Volkswirtschaften  Afrikas  und  Asiens  zu  
diesen  Medikamenten  zu  verbessern,  stellen  Pharmafirmen  ihre  Medikamente  diesen  
Ländern  immer  häufiger  zum  Selbstkostenpreis  zur  Verfügung.  Die  immensen  EINLEITUNG 
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Nebenwirkungen der Medikamente, sowie die schnelle und umfassende Resistenzbildung 
des Virus stellen jedoch weitere gravierende Nachteile der HAART Therapie dar. Während 
die Nebenwirkungen in neueren Medikamentengenerationen sukzessive verringert werden, 
ist das Problem der Resistenzbildung weiterhin nicht in den Griff zu bekommen, weshalb 
die HAART Therapie den Verlauf der Virämie nur aufzuschieben vermag. 
1.1.2. Genom von HIV-1 
Das  Genom  von  HIV-1  ist  ca. 
10 kbp lang und wird am 5’- und 3’-
Ende  von  einem  LONG  TERMINAL 
REPEAT  (LTR)  begrenzt.  Die  LTRs 
werden in die Regionen U3, R und 
U5  unterteilt  und  stellen  nicht-
translatierte  Bereiche  des  Genoms 
dar,  die  über  Enhancer-  und  
Promotorsequenzen  sowie  speziel-
len  RNA-Strukturen  und  inter-
agierenden Nukleoproteinen regula-
torisch  auf  die  Replikation  wirken. 
Neben  den  für  Retroviren  
kanonischen  Genen  gag,  pol  und 
env,  in  denen  alle  essentiellen 
Strukturproteine  und  Enzyme  
codiert  sind,  sind  im  Genom  von 
HIV-1  noch  sechs  regulatorische 
bzw.  akzessorische  Proteine  
codiert: Rev (Regulator of virion ge-
ne Expression; p19), Tat (Transcrip-
tional  Transactivator;  p14),  Nef 
(‚Negative  Effector‘;  p27),  Vif  (Viral 
infectivity  factor;  p23),  Vpr  (Viral  
protein R;  p15)  und  Vpu  (Viral  
protein U; p16) (Abbildung 1). 
   
Abbildung 1: HIV-1 Genom, Transkripte & Proteine 
A:  Leserahmen  im  HIV-1  Genom,  Transkripte  und 
Spleißvarianten  der  mRNA  zur  Expression  der  einzel-
nen  viralen  Proteine.  B:  Proteine  von  HIV-1  und  Pro-
zessierung  der  Gag-Pol-  und  Env-Vorläuferproteine 
durch virale und zelluläre Proteasen
257. EINLEITUNG 
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1.1.3. Aufbau und Struktur 
HI-Viren  sind  membranumhüllte,  sphärische  
Partikel  mit  einem  Durchmesser  von  100  bis 
120 nm
372.  Die  MEMBRANHÜLLE  entstammt  der  
infizierten  Zelle  und  wird  bei  der  Ausbildung  neuer 
Viren Teil des viralen Partikels (1.1.4 unten). Sie trägt 
die viralen Hüllproteine gp41 und gp120 (ENVELOPE; 
Env).  Hierbei  ist  gp41  in  Trimeren  in  die  Membran 
eingebettet  (TRANSMEMBRANE  UNIT;  TM),  während 
gp120 – ebenfalls in Trimeren – über nicht-kovalente 
Wechselwirkungen an die gp41-Trimere anlagert ist 
und  auf  der  Virusoberfläche  sitzt  (SURFACE  UNIT; 
SU)
356. Der Komplex aus gp41/gp120 Trimeren wird 
als ENV-SPIKE bezeichnet und ist allein für die Fusion 
mit der Zellmembran verantwortlich. Ungleichmäßig in 
Clustern  verteilt,  variiert  ihre  Anzahl  von  4  bis  35  
(Mittelwert 14) je Partikel
372. Neben den viralen Hüll-
proteinen  sind  zelluläre  Proteine  (z.B.  ICAM-1,  
Komplement- oder MHC-II Proteine) in der Membran-
hülle zu finden, die modulierend auf die Infektiosität 
wirken
41,42,95,279,325.  An  der  Innenseite  der  Membran-
hülle angelagert befindet sich der ÄUßERE KERN: eine 
Sphäre  aus  Matrixproteinen  (MA;  p17).  Im  Inneren 
dieser Sphäre befinden sich einige Kopien der viralen 
Protease  (PR;  p11)  sowie  der  INNERE  KERN,  das  
Kapsid.  Diese  kegelförmige  Struktur  aus  Kapsid-
proteinen  (CA;  p24)  umhüllt  die  Erbinformation  des 
Virus. Jede vRNA bildet mit zahlreichen Nukleokapsidmolekülen (NC; p7) einen Komplex, 
an dem die Enzyme Reverse Transkriptase (RT; p66 mit RNaseH bzw. p51 ohne RNaseH) 
und Integrase (IN; p32) binden (Abbildung 2). Neben diesen für die Infektion unabdingbaren 
Enzymen, sind zwei Kopien der für die Initiation der Reversen Transkription notwendigen 
tRNA





Abbildung 2: Schematischer Quer-
schnitt von HIV-1 
Die Lipidmembran (gelb) trägt mehre-
re gp41 Trimere, an die je ein gp120 
Trimer assoziiert ist. Unter der Memb-
ran befindet sich der Äußere Kern aus 
Matrixproteinen.  Dieser  umgibt  den 
Inneren Kern, das Kapsid, mit viraler 
RNA  (vRNA,  farbige  Schleifen),  Re-
verse Transkriptase (RT) und Integra-
se (IN). Zwischen den Kernen liegt die 
Protease (PR). 
(aus Klinischer Leitfaden HIV, Abbott) EINLEITUNG 
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1.1.4. Replikationszyklus 
Die  Replikation  beginnt  mit  einer  unspezifischen  Anlagerung  des  Virus  an  die  
Zellmembran. Hierauf bindet Env an CD4-Rezeptoren, den primären Rezeptoren von HIV-1, 
was zu Umlagerungen in Env und Freilegung der Corezeptorbindungsstelle (CRBS) führt 
(Abbildung 3, ATTACHMENT)
32. Als Corezeptor dienen verschiedene Chemokinrezeptoren, 
wobei nur die Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4 von klinischer Bedeutung sind. Die 
Primärinfektion  erfolgt  in  der  Regel  über  den  CCR5  Chemokinrezeptor,  während  im  
späteren Verlauf der Infektion häufig der CXCR4 Chemokinrezeptor als Corezeptor dient. 
Erfolgt  die  Infektion  über  den  CCR5  Chemokinrezeptor,  bezeichnet  man  die  Viren  als  
R5-Isolate, dient CXCR4 als Corezeptor, werden die Isolate als X4-Isolate bezeichnet. Sind 
die Viren befähigt beide Corezeptoren zu nutzen, nennt man sie R5X4-Isolate
16,22,78,82,229. 
Durch die Corezeptorbindung kommt es zu erneuten Umlagerung im Env, die zur Membran-
fusion führen (Abbildung 3). Das ins Cytosol eingebrachte Kapsid löst sich nun auf und aus 
vRNA,  tRNA
Lys  (als  Primer),  RT,  IN  und  weiteren  Proteinen  formiert  sich  der  Reverse-
Transkription  Komplex  (REVERSE  TRANSCRIPTION  COMPLEX;  RTC)  in  dem  die  Reverse 
Abbildung 3: Replikationszyklus von HIV-1 
Die Replikation beginnt mit der Interaktion der Hüllproteine mit CD4- und Corezeptormolekülen, was 
zur Fusion führt. Danach lösen sich Äußerer und Innerer Kern partiell auf und es erfolgt die Reverse 
Transkription der vRNA. Mit dem Transport in den Zellkern und der Integration in das Wirtszellgenom 
ist die frühe Phase der Replikation beendet. Der Beginn der späten Phase der Replikation wird durch 
Transkription der Proviren markiert. Die Transkripte dienen der Translation und als virales Genom. 
Reguliert durch pr55 erfolgt an der Zellmembran die Produktion neuer Viren
259. EINLEITUNG 
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Transkription  der  vRNA  in  komplementäre  DNA  (cDNA)  erfolgt
88,115.  Nach  Synthese  der 
cDNA bildet sich der Prä-Integrations Komplex (PRE-INTEGRATION COMPLEX; PIC), der über 
Mikrofilamente  zur  Kernmembran  transportiert  wird,  wo  ein  aktiver,  Importin-basierender 
Transport  in  den  Zellkern  erfolgt
4,35,104,130,312,329,363.  Dies  ermöglicht  HIV-1  neben  aktiven 
auch ruhende oder vollständig ausgereifte Zellen wie Makrophagen und Microgliazellen zu 
infizieren und so ‚versteckte’ Reservoire aufzubauen
26,104,347. Im Zellkern assoziiert der PIC 
mit der chromosomalen DNA und die Integrase vermittelt mit Hilfe der LTR die Integration 
der cDNA in aktive Bereiche (HOT-SPOTS) des Genoms
51,345. Durch die Bindung von TAT an 
das Transaktivator Response Element (TAR) im 5’ LTR wird die basale Transkription des 
PROVIRUS  durch  die  RNA-Polymerase  II  verstärkt  (Abbildung  3)
56,71,94.  Es  kommt  zur  
Ausbildung  über  30  unterschiedlich  gespleißter  mRNA  Varianten,  deren  Konzentration 
durch Rev und das REV RESPONSIVE ELEMENT (RRE) in env reguliert wird. Werden in der 
frühen Phase der Genexpression, hauptsächlich mehrfach gespleißte mRNAs zur Synthese 
regulatorischer Proteine (z.B. Tat, Rev, Nef) genutzt, so kommen in der späten Phase der 
Genexpression wenig und nicht-gespleißte mRNA Varianten zum Einsatz. Diese dienen zur 
Translation der Vorläuferproteine Gag-Pol (p160; 160 kDa MW) und Env (gp160; 160 kDa 
MW; glykosyliert), sowie als vRNA
263,269. Im Cytosol spaltet die virale Protease den Gag-Pol 
Vorläufer in einen Gag Vorläufer (p55; 55 kDa MW), Protease, Reverse Transkriptase und 
Integrase, während die Proteolyse von gp160 im Endoplasmatischen Retikulum durch die 
zelluläre  Protease  Furin  oder  Furin-ähnliche  Proteasen  erfolgt  (Abbildung  1)
251,356.  Nach 
Synthese aller Proteine erfolgt an der Zellmembran die Ausreifung neuer Viren. Protagonist 
hierbei ist pr55, dessen Strukturelemente für die Bindung an die Zellmembran (Myristoy-
lierung der MA-Domäne), Multimerisierung (CA, p2, NC), Bindung der vRNA (Verpackungs-
signal  und Interaktion mit dem cytoplasmatischen Ende (CT) der gp41/120-Trimere in 
der Zellmembran sorgen
99,100. Bei der Membranbindung bevorzugt pr55 Cholesterin- und 
Glykolipid-reiche Membranmikrodomänen, wodurch ein hoher Cholesterin- bzw. Glykolipid-
gehalt  in  der  Virusmembran  und  somit  die  Ausbildung  möglichst  großer  Mengen  hoch-
infektiöser Viren sichergestellt wird
193-195,242,248. Die Knospung viraler Partikel an der Zell-
oberfläche wird wiederum durch die Late-Domäne vonpr55 stimuliert. Nachdem sich die  
viralen Partikel von der Zelloberfläche abgeschnürt haben, vollendet die virale Protease die 
Prozessierung der Gag bzw. GagPol Proteine und es kommt zum Aufbau des Inneren und 
Äußeren Kerns (Abbildung 1, blaue Box). Dieser als Reifung bezeichnete Prozess ist für die 
Ausbildung infektiöser Viren unabdingbar
100,144. 
Im Zusammenhang mit Dendritischen Zellen (DC) oder Makrophagen kann es zu einer 
trans-Infektion von CD4
+-Zellen kommen. Über spezielle Rezeptoren (DC-SIGN, Mannose-
rezeptor) binden Viren an die Zelloberfläche der Dendritischen Zellen oder Makrophagen, 
wo sie verbleiben oder in das Endosom der Zelle überführt und zerstört werden. Ein kleiner EINLEITUNG 
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Bruchteil der Viren im Endosom bzw. auf der Oberfläche der Zellen, bedient sich der Zellen 
dessen ungeachtet als ‚Trojanisches Pferd‘: Nach der Interaktion dieser Zellen mit CD4
+  




1.1.5. Die Hüllproteine gp120 und gp41 
1.1.5.1. Gen und Prozessierung 
Die Hüllproteine werden in einem gemein-
samen  Leserahmen  (env)  als  Vorläufer-
protein  gp160  codiert.  N-terminal  befindet 
sich ein Signalpeptid (SP) gefolgt von gp120 
und gp41. Am Übergang von gp120 zu gp41 
befinden  sich  zwei  Proteaseschnittstellen. 
Sequenzanalysen zeigen, dass gp120 hoch-
divergent  ist,  die  Mehrheit  der  Mutationen  
allerdings konzentriert in fünf Bereichen, den 
Variablen  Regionen  (VARIABLE  REGION;  V) 
V1 bis V5 vorliegen. Diese sind im Wechsel 
mit  den  konservierteren  Sequenzbereichen, 
den  Konservierten  Regionen  (CONSERVED 
REGION; C) C1 bis C5 über die Sequenz von 
gp120  verteilt.  Hochkonservierte  Disulfid-
brücken  an  den  Rändern  von  V1-V4  
bewirken,  dass  sich  diese,  ebenso  wie  V5, 
zu  sogenannten  VARIABLEN  SCHLEIFEN  
falten
224,293,349.  Gp41  wird  in  eine  Extrazelluläre  Domäne  (ECTO  Domain),  eine  Trans-
membran Domäne (MEMBRANE-SPANNING DOMAIN; MSD) und ein Cytoplasmatisches Ende 
(CYTOPLASMIC TAIL; CT) unterteilt. Die ECTO Domäne wird wiederum in das Fusionspeptid 
(FUSION PEPTID; FP), den N-terminalen Heptadrepeat (N-TERMINAL HEPTAD REPEAT; N-HR), 
die  Schleifen  Region  (LOOP  REGION;  LR),  den  C-terminalen  Heptadrepeat  (C-TERMINAL 
HEPTAD  REPEAT;  C-HR)  und  die  für  die  Trimerisierung  wichtige  Membran-nahe  Externe  
Region (MEMBRANE-PROXIMAL EXTERNAL REGION; MPER) gegliedert (Abbildung 4)
49,83,348. 
Das N-terminale Signalpeptid bewirkt, dass gp160 kotranslational in das Lumen des rauen 
Endoplasmatischen Retikulums (ER) sezerniert und dort glykosyliert wird
101,295. Das synthe-
tisierte gp160 formiert sich nun zu Trimeren, bindet an Calnexin/Calreticulin und wird durch 
zelluläre Chaperone und Disulfidisomerasen gefaltet. Hierbei dienen die Glykosylierungen 
als Faltungskontrolle: nur richtig gefaltetes gp160 kann sich von Calnexin/Calreticulin lösen 
Abbildung 4: Domänen von gp160 
Oben:  gp120  (grau),  gp41  (blau),  Protease-
schnittstellen  (schwarze  Dreiecke).  Mitte:  Do-
mänen von gp120: Signalpeptid (SP, grün), V1-
V5  (rot - gelb),  C1-C5  (hellgrau - dunkelgrau) 
bzw. gp41: ECTO (hellblau), TM (stahlblau) CT 
(dunkelblau). Unten: Unterbereiche der ECTO 
Domäne: Fusonspeptid (FP, braun), N-HR und 
C-HR  (cyan),  Loop  Region  (LR,  stahlblau), 
MPER (graublau). EINLEITUNG 
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und  das  ER  verlassen.  Die  Trimere  werden  in  den  Golgi-Apparat  eingebracht,  wo  eine  
Umwandlung  der  Glykosylierungen  erfolgt.  Hiernach  machen  Zuckerreste  mehr  als  die  
Hälfte der Masse aus
37. Die Prozessierung der Glykosylierungen bleibt jedoch unvollstän-
dig,  so  dass  ein  ungewöhnlich  hoher  Anteil  an  Mannose-reichen  Glykosylierungen  im  
fertigen Hüllprotein vorliegt
295. Im trans-Golgi Netzwerk erfolgt abschließend die Spaltung 
von  gp160  durch  Furin  oder  Furin-ähnliche  Proteasen,  worauf  die  Trimere  in  die  
Zellmembran eingebracht werden. Aufgrund der relativ schwachen, nicht-kovalenten Inter-
aktion zwischen gp41 und gp120 kann es zum Ablösen des gp120 Trimers (sog. SHEDDING) 
kommen, was zum Verlust der Funktionalität der gp120-freien Env-Spikes führt
55,126,354,356. 
1.1.5.2. Struktur der Hüllproteine 
Kryoelektronenmikroskopische  Unter-
suchungen mit SI- und HI-Viren verhelfen 
zu  einem  immer  detaillierteren  Bild  der 
Env-Spikes  in  situ.  Zurzeit  gibt  es  zwei 
Modelle,  die  beide  eine  dreiachsige 
Symmetrie  der  Env-Spikes  erkennen  
lassen,  sich  allerdings  deutlich  in  den  
Details  voneinander  unterschieden.  Gibt 
Zanetti  et  al.  das  gp41-Trimer  als  
komplexe  Struktur  ohne  Hinweis  auf  die 
drei gp41-Untereinheiten an, unterteilt das 
Strukturmodell von Zhu et al. das gp41-
Trimer  in  die  Monomere,  die  radial  von 
der  Achse  des  Env-Spikes  wegweisen 
und  separat  in  der  Membran  verankert 
sind  (Abbildung  5,  LEG  und  FOOT).  
Weitere  Unterschiede  werden  in  der 
Struktur des gp120-Trimers deutlich: erscheint dieses bei Zanetti et al. kompakt und ohne 
Ausbuchtungen  oder  Vertiefungen,  postulieren  Zhu  et  al.  mehrere  strukturelle  
Ausbuchtungen  in  den  Monomeren  (Abbildung  5,  MAIN  LOBE,  LATERAL  LOBE,  PROXIMAL  
LOBE, PEAK). Die Dimension der Env-Spikes geben beide Modelle mit 13,7 nm x 10,5 nm 
bzw. 12,0 nm x 11,0 nm ähnlich an
285,362,372. 
Die Struktur deglykosylierter gp120 Proteinkerne (gp120 ohne die Variablen Domänen 
V1/V2, V3 und V4) sind durch kristallographische Untersuchungen detailliert beschrieben 
worden
50,142,179,180.  Besonders  auffällig  hierbei  ist  die  hohe  strukturelle  Homologie  dieser 
gp120 Proteinkerne, gleich ob es sich um eine Labor-adaptierte oder primäre Variante des 
Abbildung  5:  Kryoelektronenmikroskopische 
Modelle von SIV Env-Spikes 
Aufsicht  und  Seitenansicht  der  Cryo-EM  basier-
ten Modelle eines SIV Env-Spikes nach Zhu et al. 
bzw. Zanetti et al. 
285. EINLEITUNG 
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HI-Virus handelt. Die gp120 Proteinkerne 
haben  eine  ellipsoide  Struktur  mit  einer 
Größe von 5•5•2,5 nm und werden in drei 
Domänen  unterteilt:  Innere  Domäne  
(INNER DOMAIN), Äußere Domäne (OUTER 
DOMAIN) und Brücken Domäne (BRIDGING 
SHEET) (Abbildung 6)
251,354,356. Die Innere 
Domäne  (innen  im  Bezug  auf  N-  und  
C-Terminus)  ist  weitgehend  frei  von  
Glykosylierungen  und  beinhaltet  die  
Regionen C1 und C5, sowie die Variablen 
Schleifen V1/V2. Sie ist für die Interaktion 
mit  gp41  verantwortlich
180,230,231,353.  Die 
Äußere  Domäne  besteht  aus  den  
Variablen Schleifen V3, V4 und V5, sowie 
den  Regionen  C2,  C3,  C4  und  ist  hochgradig  glykosyliert
180,181.  Verbunden  werden  die  
beiden Domänen durch die Brücken Domäne
293. Da zur Kristallisation der gp120 Protein-
kerne,  die  Variablen  Schleifen  zum  Großteil  deletiert  wurden,  kann  die  Struktur  dieser  
Variablen  Schleifen  im  CD4-Rezeptor  ungebundenen  gp120  nur  anhand  biochemischer 
Beobachtungen und davon abgeleiteten Strukturmodellen beschrieben werden. Man geht 
davon aus, dass sich V3 und V1/V2 übereinander partiell über die Rezeptorbindungsstellen 
legen  und  diese  maskieren.  Gestützt  wird  dies  durch  Untersuchungen  die  zeigen,  dass  
Mutationen in diesen Bereichen die Sensitivität des Virus gegen V3-, CD4-Rezeptor- und 
Corezeptorbindungsstelle gerichtete Antikörper beeinflussen
43,87,260,288,328,355,376. 
Basierend auf ihrer Anordnung im Trimer und der Immunogenität unterteilt man die Ober-
fläche  von  gp120  in  drei  Bereiche.  Große  Teile  der  Inneren  Domäne  bilden  das  NON-
NEUTRALIZING FACE. Da dieses im trimeren Env-Spike durch Interaktionen der einzelnen 
Untereinheiten  verdeckt  ist,  ist  es  für  Antikörper  nicht  zugänglich.  Erst  nach  einem 
eventuellen Abfallen des gp120 Trimers können Antikörper an diesen Bereich von gp120 
binden,  die  allerdings  keine  neutralisierenden  Eigenschaften  besitzen
356.  Die  Brücken  
Domäne  und Teile der Inneren bzw. Äußeren  Domäne,  die zur  Bindung  des  CD4-  und  
Corezeptors beitragen, bilden das NEUTRALIZING FACE, in dem die Rezeptorbindungsstellen 
einen  zentralen  Angriffspunkt  für  Antikörper  darstellen
354.  Der  Großteil  der  Äußeren  
Domäne und einige Teile der Inneren Domäne bilden das hoch-glykosylierte SILENT FACE. 
Da  die  Glykosylierungen  vom  Immunsystem  als  körpereigen  erkannt  werden,  maskiert  
dieses Zuckerschild (GLYCAN SHIELD) den entsprechenden Oberflächenbereich von gp120 
und verhindert eine Immunantwort gegen selbigen
70,213,272,295,346. 
Abbildung  6:  Strukturmodel  von  HXBc2  und 
YU2 gp120 Proteinkernen 
Zu beachten ist die strukturelle Homologie dieser 
Labor-adaptierten  bzw.  primären  Variante  von 
HIV-1.  HXBc2  in  rot  (-Helices)  und  rosa  (-




Abbildung  7:  Struktur  von  CD4-ungebundenem  SIV 
gp120  (links)  und  CD4-gebundenem  HIV-1  gp120 
(rechts) 
Durch Bindung von CD4 kommt es zu Umlagerungen in der 
Inneren  Domäne  (grau)  und  der  Brücken  Domäne  (blau). 
Die  Äußere  Domäne  bleibt  strukturell  nahezu  unverändert 
(rot)
371. 
Das 41 kDa große, glykosylierte Transmembranprotein gp41 besteht aus ca. 344 Amino-
säuren, wovon 172 AS zur ECTO Domäne, 21 AS zur Transmembrandomäne (MSD) und 
rund 150 AS zur CT zählen. Über die Struktur von gp41 im CD4-Rezeptor ungebundenen 
Env-Spike ist nur wenig bekannt. Heutige Fusionsmodelle gehen davon aus, dass gp41 vor 
der Fusion globulär gefaltet vorliegt und sich das Fusionspeptid nahe der viralen Membran 
befindet
49,348. 
1.1.5.3. Funktion der Hüllproteine 
Wie  beschrieben  sind  für  die  Fusion  der  viralen  und  zellulären  Membran  mehrere  
Interaktionen der Hüllproteine mit Rezeptoren der Zellmembran und der Zellmembran selbst 
notwendig  (1.1.4  oben).  Als  Erstes  erfolgt  eine  Interaktion  zwischen  gp120  und  dem  
CD4-Rezeptor.  Die  hieran  beteiligte  CD4-Rezeptorbindungsstelle  (CD4bs)  liegt  in  einer  
Vertiefung  zwischen  Innerer-,  Äußerer-  und  Brücken  Domäne  und  hat  eine  Fläche  von 
~800 Å
180,354.  Insgesamt  sind  22 AS  des  CD4-Rezeptors  und  26 AS  von  gp120  an  der  
Bindung beteiligt. Diese lassen sich auf sechs ‚Cluster‘ in den Regionen C1-C5 und V5  
verteilen (6.2 unten)
66,67,183,247,287. Zentrale Bedeutung besitzt die Aminosäure Phe43 des 
CD4-Rezeptors,  die  sich  tief  in  der  CD4bs  in  die  sog.  ‚Phe43-Höhle‘  einlagert  und  mit  
mehreren  hoch-konservierten  Aminosäuren  von  gp120  interagiert
180.  Viele  gp120-
Aminosäuren  im  Bereich  der  CD4bs  sind  jedoch  variabel,  was  auf  ihre  Lokalisation  in  
mehreren Ausbuchtungen in der CD4bs beruht. In diesen gibt es keine Kontakte zwischen 
AS  der  beiden Interaktionspartner,  was  den  Aminosäuren  der  ‚Höhlenwände’  eine  hohe  
Variabilität  ermöglicht.  Darüber  hinaus  beschränken  sich  viele  Interaktionen  auf  
Hauptkettenatome. Dies ermöglicht die Ausbildung variabler Sequenzbereiche inmitten der 
CD4bs, sog. ‚ANTI-HOTSPOTs‘
179,180,356. 
Die  Analyse  CD4-Rezeptor  
gebundener  und  ungebundener 
Strukturen  zeigt,  dass  es  in  
Folge der CD4-Rezeptorbindung, 
zu  massiven  Umlagerungen  in 
gp120 kommt
50,371. So formieren 
sich  je  zwei  getrennte  -Blätter 
aus Innerer und Äußerer Domä-
ne zu einer Einheit, wodurch die 
Brücken  Domäne  eine  völlig 
neue  Struktur  erhält  (Abbildung 
7). Zusätzlich kommt es zu Um-
lagerungen  in  V2  und  V3,  was EINLEITUNG 
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zur  Ausbildung  neuer  Oberflächenstrukturen,  den  sog.  CD4-induzierten  Epitopen  (CD4I-
EPITOPE)  und  der  Corezeptorbindungsstelle  (CRbs)  in  der  Brücken  Domäne  führt
180,354. 
tersuchungen  zeigen,  dass  eine  HIV-1  Infektion,  zumindest  in  vitro,  CD4-Rezeptor-
unabhängig, allein in Anwesenheit des Corezeptors, erfolgen kann
136,141,305. Dies erklärt sich 
dadurch, dass gp120 in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen ungebundener und 
CD4-Rezeptor gebundener Konformation vorliegt und es so zu einer latenten Exposition der 
CD4i-Epitope  und  der  CRbs  kommt,  die  durch  die  CD4-Rezeptorbindung  stabilisiert 
wird
180,249,334. 
Die  CRbs  baut  sich  aus  Amino-
säuren  von  V1/V2,  V3  und  der  
Brücken  Domäne  auf
278,280.  Hierbei 
ist  V3  eine  wichtige  Determinante:  
neben  Glykosylierungen  in  V1/V2 
sowie  V3,  legt  die  Ladung  der  
Spitze  von  V3  fest,  welchen  
Corezeptor  (CCR5  und/oder 
CXCR4)  das  Virus  zur  Infektion  
benutzt  und  ist  essentiell  für  
die  Bindung  an  den  Corezep-
tor
43,66,245,264,309.  Die  hierfür  notwen-
digen  Bereiche  in  V3  sind  in  ihrer 
Sequenz und Struktur konserviert. In 
der CD4-Rezeptor gebundenen Konformation bildet V3 einen 30 Å langen Vorsprung, der 
zur Zellmembran hin ausgerichtet ist (Abbildung 8)
142. Durch die Corezeptorbindung rückt 
das Virus näher an die Zellmembran heran und es kommt zu erneuten Umlagerungen im 
gp120-Trimer. Die einzelnen gp120 Monomere entfernen sich von der zentralen Achse des 
Env-Spikes und machen Platz für das TM-Trimer, welches für die Membranfusion verant-
wortlich ist
45,142,285,348. Das bisher globuläre gp41 Trimer, bildet nun helikale Strukturen im  
N- und C-Heptadrepeat und es kommt zu einer Streckung der Loop Region, wodurch das 
Fusionspeptid in die Zellmembran eingelagert wird. Da die drei N- und C-HRs nur vorüber-
gehend in dieser gestreckten Drei-Helix Struktur (THREE-HELIX ROD) vorliegen, bezeichnet 
man diese intermediäre Struktur als PREHAIRPIN INTERMEDIAT. Durch die Rückbildung der 
Loop Region kommt es zur Anlagerung der C-HR an die Drei-Helix-Struktur der N-HR und 
zur  Ausbildung  des  SIX-HELICS-BUNDLE.  Hierdurch  werden  Virus-  und  Zellmembran  in  
unmittelbaren Kontakt zu einander gebracht und fusionieren
49,348. 
 
Abbildung 8: Strukturmodel eines CD4-Rezeptor ge-
bundenen gp120 Trimers mit V3 
Durch Bindung an den CD4-Rezeptor wird die CRbs op-
timal zur Zellmembran hin ausgerichtet. Gp120 Monomer 




1.1.6. Normaler, schneller und langsamer Infektionsverlauf 
1.1.6.1. Normaler Infektionsverlauf 
Während  der  Primär-
infektion  mit  HIV-1 




(z.B.  Makrophagen) 
durch  R5-Isolate
78.  Die 
ersten  ein  bis  drei  
Wochen  bleiben  symp-
tomfrei  und  das  noch 
nicht  nachweisbare  
Virus  vermehrt  sich  un-
bemerkt  (INCUBATION 
PHASE).  In  den  darauf-
folgenden  ein  bis  drei 
Wochen  kommt  es  zur 
akuten  HIV-1  Infektion 
(AcUTE  PHASE) 
(Abbildung  9).  Diese  ist 
geprägt durch eine hohe 
Viruslast im Blut und einem Rückgang der CD4
+-Zellzahl
24. Noch bevor Antikörper gegen 
das Virus aufgebaut sind, sorgt eine zelluläre Immunantwort für einen signifikanten Rück-
gang der viralen Last und eine Erholung der CD4
+-Zellzahl
28,174,228. Dieser initiale Wert der 
viralen Last wird als VIRAL SET POINT bezeichnet und dient als prognostischer Marker für 
den weiteren Infektionsverlauf. Je geringer die virale Last, desto besser ist die Prognose für 
den weiteren Krankheitsverlauf
184,214. Nach der akuten Infektion folgt eine unterschiedlich 
lange,  symptomfreie  Phase,  die  als  Asymptomatische  Phase  bezeichnet  wird  (ASYMP-
TOMATIC PHASE). Bei normalem Krankheitsverlauf erstreckt sich diese, ohne Therapie, über 
ca. sechs Jahre. Die virale Last sowie die Zahl der CD4
+-Zellen bleiben während dieser 
Phase  relativ  konstant,  wobei  es  zu  einer  schleichenden  Verringerung  der  CD4
+-Zellen 
kommt. Infiziert das Virus anfänglich ausschließlich CD4
+/CCR5
+ Zellen, kann es zum Ende 
der  Asymptomatischen  Phase  zu  einem Wechsel  des  viralen  TROPISMUS  kommen.  Das  
Virus  infiziert  nun  CD4
+/CXCR4
+-Zellen  oder  hat  die  Eigenschaft  erlangt,  sowohl 
CD4
+/CCR5
+- als auch CD4
+/CXCR4
+-Zellen zu infizieren. Durch die Infektion mit X4- oder 
R5/X4-Isolaten  kommt  es  dabei  zur  Ausbildung  von  SYNZYTIEN  der  infizierten  
Abbildung 9: Verlauf klinischer Marker während einer HIV-1 In-
fektion 
Durchgezogene  Linien  stellen  den  normalen  Infektionsverlauf  dar, 
gestrichelte  Linien  einen  LTNP-typischen  Infektionsverlauf.  CD4
+-
Zellzahl (braun), virale RNA im Plasma (grün), p24 (blau), -HIV IgG 




16,22,209,303. In der folgenden Symptomatischen Phase (SYMPTOMATIC PHASE) kommt 
es zu einem weiteren Abfall der CD4
+-Zellzahl (<200 Zellen/µl), zum Zusammenbruch des 
Immunsystems und einem Anstieg der viralen Last. In Folge des Fehlens der protektiven 
Wirkung des Immunsystems, kommt es zu opportunistischen Infektionen, AIDS und letz-
tendlich zum Tod. 
Durch  den  Einsatz  der  HAART  Therapie  kann  die  Viruslast  im  Blut  der  Patienten  
verringert werden, wodurch sich die Progression der Infektion verlangsamt. Ein primäres 
Ziel der Therapie ist hierbei das Erreichen eines möglichst geringen Viral Set Points, was zu 
einer  möglichst  langsamen  Progression  führen  soll.  Dies  setzt  allerdings  eine  schnelle  
Diagnose der Infektion voraus. Im späterem Krankheitsverlauf wird die HAART Therapie 
eingesetzt  und  immer  wieder  der  aktuellen  Situation  angepasst  (Verträglichkeit  und  
Resistenzbildung), um die Viruslast unter einem Grenzwert (<50-500 Viren/ml) zu halten. 
1.1.6.2. Schnell- und Langzeit Nicht-Progredierende Patienten 
Der zuvor beschriebene Infektionsverlauf, kann in der Dauer seiner Asymptomatischen 
Phase stark variieren. Dauert dieses nur wenige Jahre oder gar nur einige Monate an, be-
zeichnet man die Patienten als Schnell-Progredierende (RAPID PROGRESSOR; RP). Ist die 
Asymptomatische Phase ohne Therapie deutlich länger (>10 Jahre), werden die Patienten 
als Langsam-Progredierende (SLOW PROGRESSOR; SP), Spät-Progredierende (LATE PROG-
RESSOR;  LP),  Nicht-Progredierende  (NON-PROGRESSOR;  NP)  oder  Langzeit  Nicht-
Progredierende (LONG-TERM NON-PROGRESSOR;  LTNP) bezeichnet.  Die Einteilung in die 
einzelnen Gruppen erfolgt anhand der Dauer der Asymptomatischen Phase, unterliegt al-
lerdings  keiner  festen  Regel,  weshalb  die  Gruppen  fließend  ineinander  übergehen.  Von  
besonderem Interesse ist die Gruppe der LTNP, die neben ihrer nicht-progredierenden In-
fektion eine konstant hohe CD4
+-Zellzahl und geringe virale Last aufweisen. Ca. 5-8% aller 
HIV-1  Infizierten  sind  durch  diesen  ungewöhnlichen  Infektionsverlauf  gekennzeichnet 
(Abbildung 9)
221. Vor wenigen Jahren wurde eine Untergruppe der LTNP eingeführt. Diese, 
als  Elite  Suppressoren  (ELITE  SUPPRESSOR;  ES)  bezeichneten  Patienten,  weisen  eine  
extrem geringe virale Last (<50 vRNA/ml), eine stabile und hohe CD4
+-Zellzahl und eine 
mindestens 15 Jahre lange, symptomfreie Infektion auf
9,25,221. 
1.1.7. Mögliche Ursachen für LTNP 
Der  Krankheitsverlauf  einer  HIV-1  Infektion  wird  durch  das  Zusammenspiel  viraler,  
genetischer  und  immunologischer  Faktoren  bestimmt.  In  verschiedenen  Studien  sind  
bereits eine Vielzahl solcher Faktoren beschrieben worden, die im Folgenden zusammen-
gefasst werden. 
   EINLEITUNG 
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1.1.7.1. Defekte in viralen Genen 
Mögliche Ursachen einer nicht-progredierenden Infektion wurden sowohl in essentiellen, 
als auch akzessorischen Genen und einigen Hilfsgenen identifiziert. Die Untersuchung von 
gag  und  pol  in  Viren  von  LTNP  führten  zur  Identifikation  LTNP-spezifischer  
Polymorphismen. Diese führen jedoch nur in Ausnahmefällen zum Ausbleiben der Progres-
sion oder einem Verlust der Infektiosität
3,148. Aufgrund ihrer zentralen Funktion sind auch 
die Hüllproteine Gegenstand zahlreicher Untersuchungen, um den Effekt von Mutationen 
auf die Funktionalität der Viren und den Krankheitsverlauf zu bestimmen
133,275,328. So wurde 
gezeigt, dass die Diversität von env in LTNP und NP deutlich höher ist, als in HIV-1 Kont-
rollpatienten. Dies wird auf den Selektionsdruck des Immunsystems der Patienten zurück-
geführt, welcher das Virus zu Anpassung zwingt. Bleibt dieser Selektionsdruck während der 
frühen  Infektionsphase  aus,  kommt  es  zur  vermehrten  Virusreplikation  und  zu  einer  
schnelleren  Progression
221,289,365,366.  Darüber  hinaus  gelingt  es  LTNPs  den  Tropismus-
wechsel  von  HIV-1  zu  unterdrücken.  Hierfür  sind  möglicherweise  Insertionen  in  V1/V2  
verantwortlich, die bisher ausschließlich in SPs und NPs gefunden wurden
210,310,344. Weitere 
LTNP-assoziierte Mutationen wurden in V3 identifiziert, die ebenfalls Konsequenzen einer 
starken  Immunantwort  zu  sein  scheinen
283.  Nef  besitzt  aufgrund  seiner  immun-
regulatorischen  Funktion  in  vivo  eine  zentrale  Bedeutung  für  die  Replikation  von  HIV-1  
in vivo. Es ist für die Verringerung der CD4-Rezeptoren und MHC-I Moleküle auf der Zell-
oberfläche  verantwortlich  und  wirkt  so  auf  den  Krankheitsverlauf  ein
63,162,298,299,304.  In  
mehreren  Untersuchungen  wurden  LTNP-spezifische  Mutationen  in  Nef  
aufgezeigt
147,196,205,266,331,340.  Am  auffälligsten  ist  die  Studie  einer  australischen  Kohorte,  
deren  Patienten  über  ein  kontaminiertes  Blutprodukt  mit  dem  gleichen  Virus  infiziert  
wurden, das größere Deletionen in Nef aufweist. Während alle Empfänger dieser Studie 
sich zunächst zu LTNP entwickelten, zeigen Folgeuntersuchungen bei einigen Patienten 
eine  Progression  in  Anwesenheit  der  attenuierten  Viren
74,186.  Weitere  LTNP-assoziierte  
Polymorphismen wurden in Vpr (R77Q, sowie eine Mutation im N-terminalen Helixmotiv) 
und Rev (L78I) identifiziert und charakterisiert
58,154,202,225,343. Studien mit tat und LTR führten 
zwar  zur  Identifikation  LTNP-typischer  Polymorphismen,  diese  haben  jedoch  keine  
Auswirkung auf die Funktionalität des Virus und den Infektionsverlauf
274,366. Dies zeigt wie 
schwierig es ist, aus einem Genotyp einen entsprechenden Phänotyp abzuleiten und rät die 
Ergebnisse  einfacher  Sequenzanalysen  vorsichtig  zu  interpretieren.  In  weiteren  
Untersuchungen  konnten  auch  Mutationen  in  den  Hilfsgenen  vif,  vpu,  rev  aufgezeigt  
werden, jedoch wurden diese bisher nicht funktionell untersucht
3,25,221,318,359. 
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1.1.7.2. Chemokinrezeptoren und Chemokine 
Die am Besten charakterisierte wirtsgenetische Ursache für LTNP ist eine 32bp Deletion 
in ccr5 (ccr532). Die mutierten Rezeptoren werden nicht auf der Zelloberfläche präsentiert, 
was zu einer partiellen, bei homozygotem Genotyp nahezu vollständigen, Resistenz gegen 
HIV-1  führt
21,197.  Bereits  der  heterozygote  Genotyp  kann  zu  einem  verlangsamten  
Infektionsverlauf  führen
75,145,206,217,262,322.  Die  Prävalenz  dieser  Mutation  erreicht  in  kau-
kaspischen Bevölkerungen rund 10%, sinkt in Asien auf 2-5% ab und ist in Afrika, Amerika 
und Ozeanien nur in seltenen Fällen anzutreffen
209.  Neben einer  verringerten Rezeptor-
dichte  auf  der  Zelloberfläche  kann  auch  eine  erhöhte  Konzentration  der  natürlichen  
Liganden (RANTES, MIP-1 und MIP-1 bei R5-Isolaten und SDF-1 bei X-Isolaten) eine 
Infektion verhindern oder zu einem verlangsamten Infektionsverlauf beitragen
204,256. 
1.1.7.3. Zelluläre Immunantwort 
Die zelluläre Immunantwort spielt sowohl bei der Kontrolle der akuten, als auch persisten-
ten HIV-1 Infektion eine entscheidende Rolle. Durch die Präsentation viraler Peptide auf 
den  MHC-II  Komplexen  Antigen  präsentierender  Zellen,  werden  sowohl  
CD4
+-T-Helferzellen Typ 1 und Typ 2 (TH1 bzw. TH2) aktiviert. Hierdurch kommt es zur Aus-
schüttung  unterschiedlicher  Cytokine  und  der  Aktivierung  der  humoralen  Immunantwort 
durch  TH2-Zellen  und  der  zellulären  Immunantwort  durch  TH1-Zellen.  Erkennt  eine  
CD8
+-T-Zelle  (CYTOTOXIC  T-LYMPHOCYTE;  CTL)  nun  virale  Peptide  in  den  MHC-I  
Komplexen HIV-1 infizierter Zellen, wird die infizierte Zelle lysiert. Neben der Stärke dieser 
CD8
+-T-Zellantwort,  wird  vor  allem  ihre  Qualität  und  Breite  sowie  die  Fähigkeit  der  
schnellen  Proliferation  HIV-1  spezifischer  CD8
+-T-  und  CD4
+-T-Zellen  mit  einem  
Nichtprogredieren  der  Infektion  in  Verbindung  gebracht
11,17,44,73,219,284.  Eine  genetische  
Prädisposition für eine effektive T-Zellantwort scheint in den HLA-Allelen der Infizierten zu 
liegen. Diese sind für die Ausbildung der MHC-I und MHC-II Komplexe und somit für die  
Initialisierung der CD8
+-T-Zellantwort verantwortlich. Hierbei scheint die Expression unter-
schiedlicher  HLA-Allele  Einfluss  auf  den  Infektionsverlauf  zu  haben
131,160.  Vor  allem  die 
HLA-B  Allele  *27  und  *5701  wurden  in  mehreren  Studien  mit  dem  LTNP-Status  
korreliert
9,77,113,220.  Dagegen  lassen  neuere  Studien  vermuten,  dass  allein  die  Existenz  
dieser HLA-Allele in einem infizierten nicht für das Ausbleiben der Progression verantwort-
lich ist und weitere Voraussetzungen zur Kontrolle der Virämie erfüllt sein müssen
17,218,219. 
1.1.7.4. Humorale Immunantwort 
Die Bedeutung der humoralen Immunantwort für die Kontrolle der Infektion war lange Zeit 
Gegenstand  kontroverser  Diskussionen  (1.1.8  unten).  Mehrere  Untersuchungen  weisen 
nunmehr auf einen Zusammenhang von NEUTRALISIERENDEN ANTIKÖPERN (nAK) und einem EINLEITUNG 
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nicht-progredierenden Krankheitsverlauf hin
44,153,250,259. Hierbei unterscheidet die Breite und 
Stärke  der  Antikörperantwort,  sowie  ihre  andauernde  Persistenz  LTNP  von  
Progressoren
45,48,76,226,370. Untersuchungen zur Art der humoralen Immunantwort in LTNP, 
weisen  auf  einen  erhöhten  Anteil  von  2G12-ähnlichen  Antikörpern  hin
34.  Die  Ausreifung 
Neutralisierender Antikörper nimmt einige Wochen Zeit in Anspruch, was dem Virus ermög-
licht durch Mutationen der Immunantwort zu entrinnen
102,259,277. Dies hat zur Folge, dass die 
Neutralisation kontemporärer autologer Viren oft ausbleibt, während ‚ältere‘ autologe Isolate 
neutralisiert  werden
227,228.  Die  Kapazität  des  Virus,  der  humoralen  Immunantwort  durch  
Mutationen  zu  entkommen,  ist  jedoch  aufgrund  der  notwendigen  Funktionalität  von  Env  
begrenzt.  Die  Existenz  breit-reaktiver  Neutralisierender  Antikörper  ist  auf  diese  
konservierten Epitope zurückzuführen 
76. 
1.1.8. Neutralisierende Antikörper gegen HIV-1 
Da die Kontrolle der Primärinfektion lange Zeit allein der zellulären Immunantwort zuge-
schrieben wurde, wurde den Neutralisierenden Antikörpern kaum Bedeutung zugemessen. 
Dies  führte  dazu,  dass  Immunisierungen  ausschließlich  auf  die  Induktion  einer  breiten  
zellulären  Immunantwort  abzielten  (1.1.6.1  oben)
12,13,189,190,341.  Die  Identifikation  nAk  und  
deren  erfolgreicher  Einsatz  in  Affenmodellen,  passiven  Vakzinierungsstudien,  der  
Inhibition von Mutter-Kind-Übertragungen (MOTHER TO CHILD TRANSMISSION, MTCT) und die 
Beobachtung das neutralisierende Antikörper bereits drei bis vier Wochen nach der Primär-
infektion nachweisbar sind, führten allmählich zum Umdenken
6,84,92,137,211,261,297,319,335,358,378. 
Zur Zeit geht man davon aus, dass eine Vakzine sowohl eine zelluläre als auch humorale 
Immunantwort  stimulieren  muss,  wobei  die  viralen  Hüllproteine  für  die  Induktion  der  
humoralen Immunantwort im Mittelpunkt stehen
319,374. Die hohe Variabilität von HIV-1 stellt 
jedoch einen effektiven Mechanismus dar, um der Immunantwort zu entrinnen. Zusätzlich 
schützt das Virus konservierte Bereiche der Hüllproteine durch ihre Anordnung im Inneren 
der Env-Spikes, maskiert sie mit Variablen Schleifen und umfangreichen Glykosylierungen 
und  dirigiert  so  die  Antikörperantwort  gegen  hochvariable  Bereiche  (1.1.5.2 
oben)
1,28,122,170,178,228,346.  Verlaufsuntersuchungen  HIV-1  Infizierter  zeigen,  dass  gegen  die 
jeweilige dominante Virusvariante eine Immunantwort gebildet wird, es aber regelmäßig zur 
Ausbildung  von  Fluchtmutanten  kommt
277,346.  Das  Immunsystem  ist  somit  ständig  dazu 
gezwungen  neue  Antikörper  zu  selektieren,  um  das  Virus  zu  kontrollieren
254,277.  Dieses 
Wechselspiel erfolgt in der Regel bis zum Zusammenbruch des Immunsystems. In seltenen 
Fällen gelingt es dem Immunsystem allerdings konservierte, für die Replikation essentielle 
Epitope zu identifizieren und so breit-neutralisierende Antikörper aufzubauen
37. Da diese oft 
konformelle  und  schwer  zugängliche  Epitope  erkennen,  ist  ihre  Induktion  mittels  
Immunisierung mit monomeren Env allerdings nicht möglich und auch trimere Env Vakzine EINLEITUNG 
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erweisen sich als schwierig
33,96,108,163,192. So bleibt die Isolation breit-neutralisierender Anti-
körper aus HIV-1 Infizierten deren einzige Quelle, wobei sich im Laufe der Jahre vor allem 
LTNP besonders bewährt haben
116,143,179,180,234,292,336,375. 
1.1.8.1. Neutralisierende Antikörper gegen gp120 
Mehrere Epitope breit neutralisierender Antikörper konnten auf der Oberfläche von gp120 
und gp41 identifiziert werden (Tabelle 1). 
Tabelle 1: Monoklonale neutralisierende Antikörper gegen HIV-1 
Name  Epitope  CDRH3 
Länge
*  Ursprung 
b12  CD4bs  18  Fab Phagen Display Bibliothek 
17b  CD4i  19  Fab Phagen Display Bibliothek 
X5  CD4i  22  Fab Phagen Display Bibliothek 
447-52D  V3  20  Hybridoma 
2G12  Glycan-Shield  14  Hybridoma 
2F5  gp41 (MPER)  22  Hybridoma 
4E10  gp41 (MPER)  18  Hybridoma 
*) ermittelt mit VBASE2 
Hierbei handelt es sich um konservierte und für die Replikation essentielle Strukturen. So 
überlagert  das  Epitop  des  Antikörpers  b12  die  CD4bs  und  umfasst  mehrere  für  die  
CD4-Rezeptorbindung  wichtige  Aminosäuren,  was  dem  Antikörper  eine  ungewöhnlich  
breite Reaktivität verleiht. Der aus einer Patienten Fab-Phagen Bibliothek isolierte Antikörper 
besitzt eine auffallend lange CDRH3 Schleife, die in die Phe43-Höhle eingelagert wird und 
die Bindung des CD4-Rezeptors verhindert. Diese auffallend lange CDRH3-Schleife ist ein 
besonderes Merkmal von b12 sowie der meisten breit-neutralisierenden HIV-1 spezifischen 
Antikörper.  Während  die  CDRH3-Schleife  der  in  Tabelle  1  aufgeführten  Antikörper  aus  
14  bis  22  Aminosäuren  aufgebaut  sind,  besteht  die  durchschnittliche  CDRH3-Schleife  
humaner Antikörper nur aus 11,6 Aminosäuren (mehrheitlich 10-14 Aminosäuren)
352. Die 
Epitope der Antikörper X5 und 17b gehören zu den CD4i-Epitopen und überlagern Teile der 
für  die  Corezeptorbindung  wichtigen  Brücken  Domäne.  Beide  Antikörper  wurden  aus  
Fab-Phagen Bibliotheken HIV-1 Infizierter isoliert und besitzen eine breite Neutralisations-
kapazität
143,179,180. Im IgG Format verlieren die Fab Fragmente hingegen ihre neutralisierende 
Wirkung. Untersuchungen zeigen, dass die Epitope nach Bindung an den CD4-Rezeptor 
zur Zellmembran hin ausgerichtet und schwer zugänglich sind. Diese sterische Hinderung 
hat zur Folge, dass sich die Neutralisationskapazität dieser Antikörper antiproportional zur 
Größe des Antikörperfragments verhält (scFv > Fab > Fab2 > IgG)
182,327. Verwunderung rief 
die  Identifizierung  des  Epitops  des  nAk  447-52D  hervor.  Obwohl  das  Epitop  dieses  
Antikörpers in der Spitze von V3 liegt (GPGR/Q), ist 447-52D in der Lage, eine Vielzahl  EINLEITUNG 
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Labor-adaptierte und primäre R5- oder X4-Isolate zu neutralisieren
116,119,120. Um gegen die 
semi-konservierte Sequenz und Struktur von V3 eine solch breite Reaktivität zu erlangen, 
bedient sich 447-52D eines raffinierten Bindungsmusters: Interaktionen zwischen der CDR 
des  Antikörpers  und  variablen  Bereichen  von  V3  erfolgen  über  Hauptkettenatome,  die  
konservierten Aminosäuren an der Spitze von V3 werden hingegen über ihre Seitenketten 
gebunden.  Hierbei  kommt  es  zur  Ausbildung  eines  gemischten  -Faltblatts  zwischen 
CDRH3 und V3, wobei die konservierte Spitze von V3 an der Basis der CDRH3 Schleife 
bindet
19,116,321,375. Ebenfalls ungewöhnlich ist das Epitop von 2G12, welches in der Silent 
Face von gp120 liegt. Trotz der  intensiven Glykosylierung ist 2G12 in der Lage, diesen 
nicht-immunogenen Bereich von gp120 als fremd zu erkennen und zu binden. Es erscheint 
konsequent, das Glykosylierungen einen entscheidenden Anteil des Epitops dieses Anti-
körpers  ausmachen
290,296,354.  Die  Erkennung  der  ‚eigenen’  Glykosylierungen  als  ‚fremd’  
erfolgt  über  die  konformelle  Anordnung  konservierter  Oligomannosestrukturen  auf  der 
Oberfläche von gp120
37. Die Grundlage für dieses ungewöhnliche Bindungsverhalten bildet 
die Struktur von 2G12: die schweren Ketten des Antikörpers sind gekreuzt, wodurch der  
Antikörper eine I-förmige Struktur erlangt und zusätzlich zu den zwei normalen Antigen-
bindungsflächen (VL-VH) noch eine weitere entsteht (VH-VH)
38.  
1.1.8.2. Neutralisierende Antikörper gegen gp41 
Die hochkonservierten Epitope der nAk 2F5 und 4E10 liegen beide  in der MPER von 
gp41
377. Die Antikörper erkennen kurze, lineare Sequenzen im C-HR, die jedoch nur partiell 
auf  der  Oberfläche  intakter  Viren  präsentiert  werden.  Allerdings  kommt  es  durch  die  
Umlagerungen in Env  während der Interaktion mit dem CD4-  bzw. Corezeptor  zu einer 
transienten Exposition. Kommt es hierbei zur Bindung der Antikörper an ihre Epitope führt 
dies zur Inhibition der Membranfusion
237,238,243,270,294,324. Auch diese Antikörper besitzen eine 
ausgeprägt lange CDRH3 Schleife, die  allerdings  nur an ihrer Basis mit dem jeweiligen  
Epitop  interagiert.  Da  die  Verkürzung  dieser  Schleife  zum  Verlust  der  Bindungs-  und  
Neutralisationskapazität  beider  Antikörper  führt  und  membranständige  MPER-Peptide  
besser gebunden werden als freie MPER-Peptide, wird davon ausgegangen, dass die lange 
CDRH3 Schleife mit der Virusmembran interagiert
125,244,377. 
   EINLEITUNG 
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1.2. Rekombinante Antikörper 
Weil  eine  vorhergehende  Doktorarbeit  von  Michael  Humbert  erste  Hinweise  auf  eine  
möglicherweise  herausragende  Bedeutung  der  humoralen  Immunantwort  für  den  
verlangsamten  Infektionsverlauf  der  hier  untersuchten  LTNP  zu  Tage  förderte,  ist  der 
Schwerpunkt dieser Dissertation auf die Überprüfung dieser These ausgerichtet. Neben den 
allgegenwärtigen  genetischen  und  molekularbiologischen  Techniken  und  Methoden  ist  
hierbei das Phagen Display von Peptiden oder rekombinanten Antikörperfragmenten von 
zentraler  Bedeutung.  Im  Folgenden  werden  Aufbau,  Struktur  und  Expression  von  Anti-
körpern und Antikörperfragmenten sowie das Phagen Display eingehender beschrieben. 
1.2.1. Struktur & Funktion von Antikörpern 
Antikörper  sind  die  Effektoren  der  humoralen  Immunantwort.  Sie  werden  in  B-Zellen 
membranständig oder sekretorisch in Plasmazellen produziert. Es handelt sich um Hetero-
dimere aus je zwei leichten und schweren Ketten (LIGHT CHAIN; L BZW. HEAVY CHAIN; H). 
Aufgrund ihrer Sequenzvariabilität werden diese in mehrere Regionen unterteilt. Die ersten 
100-110  N-terminalen  AS  der  H-  und  L-Ketten  sind  hochvariabel  und  werden  VL-  bzw.  
VH-Region  genannt  (VARIABLE  REGION; 
der Suffix steht für die Kette). Die übrigen 
Bereiche  der  L-  und  H-Ketten  sind  
deutlich  konservierter  und  werden  in 
ebenfalls  100-110 Aminosäuren  lange 
sogenannte  C-Regionen  (CONSTANT  RE-
GION) unterteilt (CH1, CH2, CH3 evtl. CH4 
und  CL).  Hierbei  legen  die  C-terminalen 
Regionen den Subtyp der L- und H-Kette 
fest:  oder  bei der L-Kette bzw. , , , 
  oder    für  die  H-Kette.  Anhand  der  
H-Kettensubtypen  werden  die  Antikörper 
in  Klassen  und  Subklassen  unterteilt: 
IgA1(1),  IgA2(2),  IgD(),  IgE(), 
IgG1(1), IgG2(2), IgG3(3), IgG4(4) und 
IgM(). Weil  Antikörper  der  IgG  Klassen 
über  80%  der  Antikörpergesamtmenge 
ausmachen,  werden  sich  nachfolgende  Beschreibungen  auf  diese  Antikörperklasse  
konzentrieren. Zwischen CH1 und CH2 befindet sich eine prolinreiche Subdomäne, HINGE. 
Über nicht-kovalente Wechselwirkungen und zwei Disulfidbrücken in der Hinge-Region sind 
Abbildung 10: Schematische Darstellung des 
Aufbaus  eines  IgG-Antikörpers  und  einiger 
daraus abgeleiteter Antikörperfragmente 
Fab Fragmente werden durch die natürliche Disul-
fidbrücke stabilisiert. Fv-Fragmente müssen über 
einen  Linker  oder  eine  Disulfidbrücke  zu  einem 
single-chain Fv- (scFv) bzw. Disulfid stabilisiertes 
Fv-Fragment (dsFv) verbunden werden
300. EINLEITUNG 
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die H-Ketten miteinander verbunden. Disulfidbrücken zwischen CL und CH1 und mehrere 
nicht-kovalente Bindungen verbinden jede der 25 kDa großen L-Ketten mit einer 50 kDa  
großen H-Kette (Abbildung 10). Der modulare Aufbau der Antikörper führt zu einer klaren 
Aufgabenteilung. Während die hochvariablen VL und VH für die Antigenbindung verantwort-
lich  sind,  vermitteln  die  C-Regionen  die  biologische  Aktivität  (Komplementaktivierung,  
Makrophagenbindung, ADCC). 
Strukturanalysen zeigen, dass jede der 
V- bzw. C-Domäne eine charakteristische 
Struktur  besitzt,  die  als  Immunglobulin 
Faltung  bezeichnet  wird  (IMMUNGLOBULIN 
FOLD). Diese besteht aus einem Sandwich 
zweier  -Faltblätter  aus  mehreren  anti-
parallelen  -Strängen.  Diese  sind  über 
flexible,  unterschiedlich  lange  Schleifen 
verbunden  und  untereinander  stabilisiert. 
Die drei Schleifen der VL- und VH-Domäne 
bilden  in  dieser  Struktur  die  Spitze  der  
VL- und VH-Region und sind für die Anti-
genbindung  verantwortlich.  Sie  bauen  
eine zum Antigen komplementäre Struktur 
auf, die als CDR bezeichnet wird (COMP-
LEMENTARITY  DETERMINING  REGION).  Die 
Regionen  der  CDR  weisen  eine  beson-
ders  hohe  Sequenzvariabilität  auf  (HY-
PERVARIABLE  REGION),  während  die  übrigen  als  FRAMEWORK  REGION  (FR)  bezeichneten 
Regionen von VL und VH deutlich weniger Variabilität besitzen und als strukturelles Gerüst 
für die CDR dienen (Abbildung 11). 
1.2.2. Organisation und Expression von Antikörpergenen 
Um jedem potentiellen Pathogen einen Antikörper entgegenbringen zu können, stellt das 
Immunsystem ein Arsenal von >10
10 unterschiedlichen Antikörpern zur Verfügung. Die hier-
für notwendigen genetischen Informationen liegen in modularer Form im Genom vor, weil 
es aufgrund der ‚Datenfülle‘ unmöglich wäre, jeden Antikörper in einem einzelnen Gen zu 
kodieren. Um aus einem begrenzten, modularen Genpool eine so hohe Antikörperdiversität 
abzuleiten,  sind  mehrere  Schritte  notwendig,  die  im  Folgenden  kurz  aufgelistet  und  
beschrieben werden. 
Abbildung  11:  Beispiel  der  Immunglobulin  
Faltung eines scFv-Fragments 
Leichte  Kette  (weiß),  schwere  Kette  (grau).  Die 
CDR sind farbig dargestellt: L1 (rot), L2 (orange), 
L3 (gelb), H1 (blau), H2 (cyan), H3 (hellblau). EINLEITUNG 
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In naiven B-Zellen werden die genetischen Informationen für  und  L-Ketten sowie die 
H-Ketten in drei unterschiedlichen, aus mehreren Gensegmenten bestehenden, MULTIGEN-
FAMILIEN codiert. Während der Ausreifung der B-Zellen werden diese Gensegmente zufällig 
miteinander zu einer Antikörper mRNA rekombiniert, so dass jede B-Zelle einen Antikörper 
produziert. Für die Ausbildung der schweren Kette erfolgt zunächst die Verbindung eines  
D und eines J Segments (DJ-JOINING) und danach die Verbindung des DJ-Segments mit 
einem V-Segment (VDJ-JOINING). Für die Ausbildung der leichten Kette ( oder ) ist die 
Rekombination  eines  V  und  eines  J  Segments  (VJ-JOINING)  ausreichend.  Abschließend  
erfolgt die Anlagerung eines C-Segments ( oder ), wodurch die mRNA komplettiert wird. 
Bereits  durch  diese  genetische  Rekombination  erreicht  die  Komplexität  des  Antikörper-
reservoirs einen beachtlichen Wert (Tabelle 2). 
Tabelle 2: Kombinationsmöglichkeiten der humanen Antikörper Multigenfamilien 
Name 
Segmente  Anzahl möglicher 
Kombinationen  V  D  J 
-L Kette  40  0  5  200 
-L Kette  31  0  4  124 
H Kette  51  27  6  8.262 
Mögliche Kombinationen von L- und H-Kette (200·124·8.262)  ~2,5·10
6 
 
Um  die  Diversität  weiter  zu  steigern,  erfolgt  der  Zusammenschluss  der  einzelnen  
Segmente über einen unpräzisen Mechanismus (JUNCTIONAL FLEXIBILITY) und es kann zur 
Ausbildung  inverser  Verbindungen  einzelner  Segmente  kommen.  Zusätzlich  können  
während  der  Umlagerung  mehrere  Basen  in  die  Verbindungsstellen  eingelagert  werden  
(P- bzw. N-ADDITION) und es erfolgt in den CDRs, nach Abschluss aller Umlagerungen, eine 
sog. Somatische Hypermutation (SOMATIC HYPERMUTATION): durch die Bindung einer Anti-
körper-präsentierenden B-Zelle wird diese selektiv vermehrt (KLONALE SELEKTION), wobei 
es bei jeder Zellteilung mit einer Frequenz von 10
-3 pro Basenpaar zu Punktmutationen in 
den CDRs kommt. 
In der Summe der Mechanismen erreicht der Organismus somit eine Diversität von >10
10 
unterschiedlichen Antikörpern, die dem Immunsystem als Antwort auf jede erdenkliche im-
munologische Herausforderung zur Verfügung stehen. 
1.2.3. Rekombinante Antikörper und Antikörperfragmente 
Die Herstellung monoklonaler Antikörper (mAK) war lange auf die Immortalisierung von  
B-Zellen und deren Selektion beschränkt. Dies setzt die Immunisierung von Versuchstieren 
voraus. Nach der Immunisierung kann aus dem Blut der Tiere polyklonales Antiserum und 
aus den B-Zellen der Tiere monoklonale Antikörper gewonnen werden. Hierzu werden die EINLEITUNG 
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B-Zellen aus der Milz isoliert und in vitro mit Myelomzellen zu Hybridomazellen fusioniert. 
Diese  produzieren  den  Antikörper  der  ursprünglichen  B-Zelle  und  besitzen  die  unein-
geschränkte  Teilungskapazität  der  Myelomzelle.  Durch  die  Selektion  und  Isolierung  
gewünschter  Hybridomazellen  können  anschließend  monoklonale  Antikörper  gewonnen 
werden.  Die  Notwendigkeit  eines  Versuchstiers  bringt  jedoch  einige  Nachteile  mit  sich.  
Neben  dem  zeitlichen  Bedarf  einer  Immunisierung,  kann  dies  beispielsweise  eine  zu  
geringe Immunogenität des Antigens sein. Ebenso können Antigene pathogen oder toxisch 
sein, wodurch eine Immunisierung unmöglich wird. Gelingt es dennoch monoklonale Anti-
körper zu isolieren, müssen diese noch für den Einsatz im Menschen angepasst werden 
(HUMANISIERUNG),  um  eine  Immunreaktion  gegen  das  Therapeutikum  durch  humane  
-Maus Antikörper (HUMAN -MOUSE ANTIBODIES; HAMA) zu verhindern. Ein weiterer Nach-
teil liegt in der Beschränkung der Antikörperstruktur. So sind Mäuse z.B. nicht in der Lage 
verlängerte  CDRH3-Schleifen  menschlicher  Antikörper  aufzubauen.  Diese  stellen  jedoch 
gerade bei viralen Pathogenen oft ein entscheidendes Kriterium dar
64. Der Einsatz transge-
ner Mäuse, deren eigene Multigenfamilien inaktiviert und durch humane Multigenfamilien 
ersetzt  wurden,  vermeidet  zumindest  eine  Humanisierung  und  ermöglicht  den  Aufbau  
‚humaner’ Antikörper
156,200. 
Diese Nachteile werden von humanen, rekombinanten Antikörpern umgangen. Auf gen-
technologischem  Weg  werden  die  Fv-,  Fab-Fragmente  isolierter  B-Zell  mRNA  
amplifiziert und heterolog exprimiert. Dies kann in einer Vielzahl pro- und eukaryotischer 
Organismen  oder  in  vitro  erfolgen
300.  Aufgrund  der  Tatsache,  dass  Antikörper  für  eine  
korrekte Faltung auf die Ausbildung ihrer Disulfidbrücken und somit auf ein oxidierendes  
Milieu angewiesen sind, ist die Expression in E. coli nur durch das Einbringen eines Signal-
peptids möglich, welches den zu produzierenden Antikörper in das Periplasma dirigiert
313. 
Dies ermöglicht die in vitro Expression und Selektion humaner, monoklonaler Antikörper-
fragmente  in  unterschiedlichsten  Systemen  (z.B.:  Surface  Display,  Ribosome  Display,  
Phage Display)
90,98,103,128,357. 
Die  exakte  Kontrolle  der  Bedingungen  des  Biopannings  in  vitro  ermöglicht  hierbei  die  
Selektion von Antikörpern, die in vivo nicht induziert werden können. Dies können Anti-
körper gegen Epitope transienter Konformationen, hochgiftiger Substanzen, tödlicher Keime 
oder auch evolutionär hochkonservierter Antigene sein. Molekulargenetische Modifikationen 
der  isolierten  Antikörperfragmente  ermöglichen  die  Herstellung  unterschiedlichster  Anti-
körperfragmente (Diabody, Triabody etc.), sowie die Fusion des antigenspezifischen Fab- 
oder  FV-Fragment  mit  alternativen  Effektorproteinen,  wodurch  die  molekularbiologische 




1.3. Phagen Display 
1.3.1. Aufbau und Struktur des M13 Phagen 
Der  filamentöse  Bakteriophage 
M13,  Familie  Inoviridae,  gehört  zu 
den  am  häufigsten  zum  Phagen 
Display genutzten Phagen. Im Auf-
bau ähnelt M13 einem Zylinder mit 
einer Länge von 930 nm und einem 
Durchmesser  von  nur  6,5 nm 
(Abbildung  12).  Der  Mantel  des  
Zylinders  besteht  aus  ca.  2700  
Kopien pVIII (Protein VIII). An einem 
Ende wird dieser pVIII-Zylinder von 
je fünf Molekülen pVII und pIX, am 
gegenüber  liegenden  Ende  von  je 
fünf  Molekülen  pIII  und  pVI  
begrenzt. Im Inneren des Zylinders liegt das ca. 6,5 kbp große Genom aus ssDNA auf dem 
neben den Strukturproteinen noch sechs weitere Proteine für die Replikation codiert sind
10. 
Die Infektion von E. coli erfolgt selektiv über den F-Pilus und führt zu einer lysogenen Repli-
kation des Bakteriophagens. Weil es somit in Folge der Replikation des Bakteriophagens 
nicht zur Lyse der Bakterien kommt, ist dies einer der Gründe für den regelmäßigen Einsatz 
von  M13  in  Phagen  Display  Systemen.  Weitere  Vorteile  sind  seine  Stabilität  und  die  
Toleranz gegenüber genetischen Insertionen. Wird Fremd-DNA in den Phagen eingebracht, 
passt  sich  die  Zylinderlänge  entsprechend  an.  Der  entscheidende  Vorteil  des  Phagen  
Displays  ist  jedoch  die  Verknüpfung  von  Genotyp  und  Phänotyp.  Molekulargenetisch  
eingebrachte  Peptide  oder  Proteine  können  in  M13  als  N-terminale  Fusion  mit  den  
Proteinen  pIII  oder  pVIII  präsentiert  und  selektiert  werden.  Da  zugleich  die  genetische  
Information des rekombinanten Proteins in der ssDNA codiert ist, ist die Bestimmung der 
Peptid- oder Proteinsequenz mittels PCR ebenso einfach wie ein eventuelles Umklonieren 
genetischer Informationen. 
1.3.2. Phagen Display randomisierter Peptide 
Die Phagen Display Technologie wurde erstmals Ende der 80er Jahre beschrieben und 
hat  sich  seither  einen  zentralen  Platz  in  der  modernen  Mikrobiologie  erobert
314.  
Randomisierte  Peptid  Phagen  Display  Bibliotheken  gehören  zu  den  gebräuchlichsten  
Phagen  Display  Bibliotheken.  Die  Phagen  dieser  Bibliotheken  präsentieren  kurze,  
Abbildung 12: Aufbau der M13-Phage 
Schematische  Darstellung  der  M13-Phage.  Im  Inneren 
des pVIII-Zylinders (blau) befindet sich das Genom aus 
ssDNA. An einem Ende wird der Zylinder von je fünf Ko-
pien pVII und pIX begrenzt, am anderen Ende von je fünf 
Kopien pVI und pIII (rot). Für das Phagen Display werden 
die zu untersuchenden Peptide oder Proteine als Fusion 
mit pVIII oder pIII präsentiert
235. EINLEITUNG 
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randomisierte Peptidsequenzen als pIII-  oder  pVIII-Fusion, wobei die  Komplexität  dieser 
Banken bis zu 100 Mio. unterschiedlicher Peptidphagen umfassen kann. Sie werden unter 
anderem  in  Selektionen  mit  mono-  und  polyklonalen  Antikörpern,  Enzymen,  
Rezeptordomänen oder Tumorzellen eingesetzt und ermöglichen so die Epitopanalyse und 
Charakterisierung  bekannter  Antikörper,  die  Ableitung  von  Bindungsdomänen  und  die  
Identifizierung spezifischer Tumorzellmarker
271,306,311,315,323. 
1.3.3. Phagen Display rekombinanter Antikörperfragmente 
Das  Phagen  Display  rekombinanter  Antikörperfragmente  vereinigt  zwei  leistungsfähige 
molekularbiologische Technologien und eröffnet neue Wege für Diagnostik und Therapie. 
Für  das  Phagen  Display  werden  Fab-  oder  scFv-Antikörperfragmente  eingesetzt  und  als  
pIII-Fusion  auf  der  Oberfläche  des  Bakteriophagen  präsentiert
10,165,300.  Aufgrund  des  
modularen  Antikörperaufbaus  enthalten  diese,  die  in  der  Sequenz  und  der  Struktur  der  
VL und VH Ketten kodierten Informationen zur Antigenbindung (Abbildung 10). Erfolgt die 
Herstellung  einer  Fab-  oder  scFv-Phagen  Display  Bibliothek  aus  einem  ‚gesunden’  
Individuen, bezeichnet man die Bibliotheken als naiv, weil das Antikörperreservoir dieser 
Menschen keiner in vivo Selektion unterlag. Wird hingegen das Antikörperreservoir eines 
kranken Menschen, z. B. eines HIV-1 Infizierten, zur Herstellung genutzt, spricht man von 
einer  Immunbibliothek.  Diese  bieten  gegenüber  naiven  Bibliotheken  den  Vorteil  einer  
‚Präselektion’  im  Patienten,  was  zur  Anreicherung  ausgereifter,  antigenspezifischer  
Antikörper  führt.  Über  in  vitro  Selektion  (BIOPANNING)  an  immobilisierten  Zielstrukturen, 
können  antigenspezifische  Phagen  angereichert,  analysiert  und  zur  Herstellung  
monoklonaler, rekombinanter Antikörper herangezogen werden
18,72,152,215. 
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1.4. Überblick und Projektbeschreibung 
Ausgangspunkt  dieser  Arbeit  ist  eine  kleine  Gruppe  HIV-1  infizierter  Langzeit  Nicht-
Progredierender  Patienten  (LONG-TERM  NON-PROGRESSORS,  LTNP).  Diese  symptomfreie 
Gruppe  HIV-1  Infizierter  ist  in  der  Lage,  ohne  antivirale  Therapie  (HIGHLY  ACTIVE  ANTI-
RETROVIRAL THERAPIE; HAART) die Infektion über einen längeren Zeitraum (> acht Jahre) 
zu kontrollieren. Mehrere virale und patienteneigene Aspekte wurden mit diesem außerge-
wöhnlichen Krankheitsverlauf korreliert. Hierzu zählen genetische Aspekte, die Infektiosität 
und Funktionalität der Viren, sowie die zelluläre und humorale Immunantwort. 
Abbildung 13: Schematische Darstellung der Projektübersicht 
Oben: Aus dem Blut der LTNP oder Kontrollpatienten isolierte virale RNA (vRNA) diente zur Amplifi-
kation  verschiedener  viraler  Gene  und  zur  Herstellung  HIV-1  Env-rekombinanter  Reporterviren 
(RRV). Anhand der viralen Sequenzen und der Charakterisierungen der RRV wurde ein möglicher  
Einfluss viraler Faktoren auf den nicht-progredierenden Krankheitsverlauf untersucht. Mitte: Der Ein-
fluss der humoralen Immunantwort wurde durch Neutralisationsstudien und mit Hilfe zuvor selektio-
nierter  HIV-1  spezifischer  Mimotopphagen  untersucht.  Immunisierungsstudien  der  HIV-1  spezifi-
schen Mimotopphagen dienten zur Induktion einer entsprechenden Immunantwort und der Selektion 
HIV-1 spezifischer Hybrioma. Unten: Zur weiteren Untersuchung der humoralen Immunantwort wur-
den  scFv  Phagen  Display  Bibliotheken  der  LTNP  Patienten  erstellt,  über  Biopanningexperimente 
HIV-1 spezifische scFv Phagen isoliert und im Anschluss charakterisiert. 
Die in der Doktorarbeit von Michael Humbert durchgeführten Experimente sind blau gekennzeichnet. EINLEITUNG 
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Ein erstes Ziel dieser Arbeit ist es zu bestimmen welchen Anteil die einzelnen Aspekte am 
nicht-progredierenden Krankheitsverlauf der untersuchten Patienten haben. In einer voran-
gegangenen Dissertation von Michael Humbert ergaben sich erste Hinweise auf die Beteili-
gung  HIV-1  neutralisierender  Antikörper  an  der  Kontrolle  der  Virämie  und  mit  Hilfe  der 
LTNP Seren wurden HIV-1 spezifische Peptidphagen isoliert und in ersten Immunisierungs-
studien eingesetzt. Der zweite Teil dieser Arbeit greift diese Vorarbeiten auf und es erfolgt 
eine weiterführende Charakterisierung der HIV-1 spezifischen Peptidphagen und der zuge-
hörigen humoralen Immunantwort. Zusätzlich wird versucht über die isolierten Peptidpha-
gen eine HIV-1 spezifische Immunantwort zu induzieren und entsprechende Hybridomazel-
len zu generieren. Der dritte Teil der Arbeit besteht in der Herstellung von scFv Phagen 
Display Bibliotheken aus dem Antikörperrepertoire der untersuchten LTNP, sowie der Isolie-
rung und anschließender Charakterisierung HIV-1 spezifischer scFv Phagen mittels Biopan-
ning aus den erstellten scFv Phagen Display Bibliotheken (Abbildung 13). MATERIAL UND METHODEN 
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2. Material und Methoden 
2.1. Material 
2.1.1. Laborgeräte 
Modell  Hersteller/ Vertrieb 
ABIPRISM 3100-Avant  Applied Biosystems, HITACHI, Foster City, USA 
Analysewaage 420-42  Kern & Sohn, Balingen-Frommern, Deutschland 
Brutschrank FunctionLine  Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 
Casy TT  Schärfe System, Reutlingen, Deutschland 
DNA-Elektrophorese Apparatur  BioRad, München, Deutschland 
ELISA Reader SpectraMax 340  Molecular Devices, Sunnyvale, USA 
ELISA Washer ELx405  BIOTEK Instruments, Vermont, USA 
FACSCalibur  Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 
Heizblock, DRI-BLOCK DB2D  Techne, Duxford, England 
HypercassetteTM RPN 11642  Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland 
Kippschüttler Rockomat  Tecnomara, Zürich, Schweiz 
Kühl-/Gefrierschränke GlassLine  Liebherr, Biberach, Deutschland 
LumiStar Galaxy  BMG LABTECH, Offenburg, Deutschland 
Magnetrührer KM02  Janke & Kunkel IKA-Labortechnik, Staufen i. Br., 
Deutschland 
Mikroskop DM E, Binokular  Leica, Bensheim, Deutschland 
Mini-PROTEAN
® 3  BioRad, München, Deutschland 
NanoDrop  NanoDrop Technologies, USA 
pH-Meter HI 9321  Hanna Instruments, Kehl am Rhein, Deutschland 
Pipetboy acu  Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland 
Pipetten (2,5, 10, 20, 200, 1.000 µl)  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Schüttelinkubator TH25 und TH30  Johanna Otto, Hechingen, Deutschland 
Spannungsquelle Power Pac 1000  BioRad, München, Deutschland 
Sterilbank Biosafe 1.2  Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland 
T3 Thermocycler  Whatman Biometra, Göttingen, Deutschland 
Trans-Blot SD Semi-Dry  BioRad, München, Deutschland 
UV-Transilluminator GelDoc 2000  BioRad, München, Deutschland 
Vortex Genie 2  Bender und Hobein, Zürich, Schweiz 
Wasserbad Typ 1002  Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel, Deutschland 
Zentrifugen: 
Biofuge 15R, Biofuge 17RS 
Megafuge 1.0R, Minifuge 
Mikro20 
Beckmann Avanti J-20 
 
 
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland 
Beckmann Instruments Inc. CA, USA MATERIAL UND METHODEN 
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2.1.2. Einwegmaterial 
Produkt  Hersteller/Vertrieb 
96-Vertiefung-Microlon Platte, F-Form  Greiner Bio-One, Frickhausen, Deutschland 
Dynalbeads M-280 Tosylaktiviert  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Hyperfilm
TM ECL  Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland 
Kryo-Röhrchen  Greiner Bio-One, Frickhausen, Deutschland 
Kulturflaschen  Becton-Dickson, Heidelberg, Deutschland 
Kulturplatten (96-, 48-, 24-, 6-
Vertiefung)  Costar, Corning, USA 
Kulturschalen (ø 10 cm)  Greiner Bio-One, Frickhausen, Deutschland 
Microlite
TM 2 FB Microtiter
® Platten  Thermo Electron, Dreieich, Deutschland 
Nitrozellulosemembran  
OPTITRAN
® BA-S 83  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Pipetten (2-, 5-, 10 ml)  Costar, Corning, USA 
Pipettenspitzen (10-, 200-, 1.000 µl)  Greiner Bio-One, Frickhausen, Deutschland 
Plattenabdichter  Dunn Labortechnik, Aasbach, Deutschland 
Plattenabdichter ‚Area Seal’  Dunn Labortechnik, Aasbach, Deutschland 
Reaktionsgefäße (0,2-, 1,5-, 2 ml)  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Reaktionsröhrchen (15 bzw. 50 ml)  Becton-Dickson, Heidelberg, Deutschland 
Safetytips (10-, 200-, 1.000 µl)  Ratiolab, Dreieich-Buchschlag, Deutschland 
Skalpelle  Swann-Morton, Sheffield, England 
Sterilfilter (0,45 bzw. 0,22 µm)  Millipore, Eschborn, Deutschland 
Vivacell 100 (MWCO 300 kDa)  Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Zellsiebe (70 µm)  Becton-Dickson, Heidelberg, Deutschland 
2.1.3. Biochemische Kits 
Produkt  Hersteller/Vertrieb 
CaPhos Transfection  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
ECL
TM Western Blotting System  Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland 
Innotest
TM HIV Antigen mAB  Innogenetics, Heiden, Deutschland 
Nucleo Bond PC100 bzw. 500  Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 
Nucleo Spin Extract II  Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 
Protino
® Ni-IDA 150  Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 
QIAamp
® Viral RNA Mini  Qiagen, Hilden, Deutschland 
QuickPrep mRNA Purification  Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland 
Renilla Luciferase Assay System  Promega Corporation, Madison WI, USA 
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2.1.4. Chemikalien 
Produkt  Hersteller/Vertrieb 
5-Brom-4-Chlor-Indoyl-ß-D-Galaktosid (Xgal)  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Acrylamid/Bis- (30%), Rotiphorese  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Adenosin  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Agarose  Qbiogene Inc., Carlsbad, USA 
Ammoniumperoxodisulfat (APS)  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ampicillin  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Bacto-Trypton  Becton-Dickson, Heidelberg, Deutschland 
Bacto-Hefeextrakt  Becton-Dickson, Heidelberg, Deutschland 
-Mercaptoethanol  Merck, Darmstadt, Deutschland 
-Mercaptoethanol (50 mM)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Bromphenolblau  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Calciumchlorid  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Cytidin  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Dimethylformamid (DMF)  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Serva, Heidelberg, Deutschland 
dNTPs  NatuTec, Frankfurt/Main, Deutschland 
Dubecco’s Modified Eagle Medium, 
DMEM/F12  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
EDTA-Trypsin  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Erytherocyten Lysispuffer  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Essigsäure 99%  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ethanol 99,8%  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Fetal Calf Serum (FCS)  PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland 
Fetal Calf Serum, dialysiert  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Formaldehyd 37%  Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland 
G418 (Neomycin)  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Galanthus nivalis Lectin Agarose-konjungiert  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Gentamycin  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Glasgow Minimum Essential Medium 
(GMEM)  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Glycin  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Glycerol/Glycerin  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Guanosin  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
HAT Medium Supplement Hybri-Max
TM  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
HCFS (Hybridoma Cloning and Fusion Sup-
plement)  Roche, Mannheim, Deutschland MATERIAL UND METHODEN 
30 
HEPES-Lösung (1 M)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
HT Medium Supplement Hybri-Max
TM  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Hygromycin  MP Biomedical, Eschwege, Deutschland 
Interferon- Maus rekombinant  MP Biomedical, Eschwege, Deutschland 
Isopropylthiogalactoside (IPTG)  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Kanamycin  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
L-Asparagin  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
LB-Agar  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
LB-Medium  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
L-Glutamat  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
L-Glutamine (200 mM)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
L-Methionin Sulfoximin (L-MSX)  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Magnesiumchlorid  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Methyl--D-manno-pyranosid  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Milchpulver  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Natriumbutyrat  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Natriumchlorid  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumhydroxid  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumpyruvat  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
NEAA (Nichtessentielle Aminosäuren)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
peqGOLD Protein-Marker IV   PeqLab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland 
Phosphat-Citrat Puffer Tabletten  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Phosphate buffered saline (PBS) 1x bzw. 10x  PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Polyethylenglykol (PEG) 1.500  Roche, Mannheim, Deutschland 
Polyethylenglykol (PEG) 6.000  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Polyethylenglykol (PEG) 10.000  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Puromycin  MP Biomedicals, Eschwege, Deutschland 
Quick-LoadTM 1 kb DNA Ladder  New England BioLabs, Bad Soden, Deutschland 
Random Primer (dN6)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Salzsäure  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Schwefelsäure (Titrisol
®)  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) 99%  Carl, Karlsruhe, Deutschland 
Sodiumpyruvat  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Tetracyclin  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Thymidin  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Tris-HCl  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Tris  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Trypanblau  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland MATERIAL UND METHODEN 
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Tween-20  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Uridin  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Wasserstoffperoxid 30%  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
2.1.5. Enzyme und Inhibitoren 
Produkt  Hersteller/Vertrieb 
BioThermTM Polymerase  Genecraft, Lüdinghausen, Deutschland 
Calf Intestinal Phosphatase, (CIP)  Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
DNA Restriktionsendonukleasen: 
NcoI, BstEII 
New England BioLabs, Bad Soden, Deutschland 
HiFi-DNA Polymerase  Roche, Mannheim, Deutschland 
Protease Inhibitor Cocktail 
(für Zellkulturmedien)  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
RNase OUT  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
RT Super Script RNase-
Transkriptase II  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
T4-DNA Ligase  Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
T4-DNA Polymerase  Merck, Darmstadt, Deutschland 
2.1.6. Antikörper 
Name  Hersteller / Vertrieb 
Maus -M13 gp8 monoklonaler AK  Abcam, Cambridge, England; Prod.-Nr.: ab9225 
447-52D 
NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Divi-
sion of AIDS, NIAID, NIH: HIV-1 V3 Monoclonal Antibody 
(447-52D) from Dr. Susan Zolla-Pazner 
Md-1 
NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Divi-
sion of AIDS, NIAID, NIH: Human Monoclonal Antibody to 
HIV-1 (Md-1) from Robert A. Myers 
HRP-konj. Esel -Human IgG (H+L)  Dianova, Hamburg, Deutschland; Prod.-Nr.: 709-035-149 
HRP-konj. Ziege -Maus IgG (H+L)  Dianova, Hamburg, Deutschland; Prod.-Nr.: 109-005-003 
HRP-konj. Ziege -Human IgG (H+L)  Dianova, Hamburg, Deutschland; Prod.-Nr.: 109-035-064 
Ziege -Human PE  Dianova, Hamburg, Deutschland; Prod.-Nr.: 109-116-088 
2.1.7. Peptidbibliotheken 
Name  Hersteller / Vertrieb 
HIV-1 Consensus Group M Env 
(15mer) Peptides – Complete Set 
AIDS Research & Reference Reagent Program, Division 
of AIDS, NIAID, NIH. Cat-Nr: 9487 
HIV-1 Consensus Group B Env 
(15mer) Peptides – Complete Set 
AIDS Research & Reference Reagent Program, Division 
of AIDS, NIAID, NIH. Cat-Nr: 9480 
HIV-1 Consensus Group C Env 
(15mer) Peptides – Complete Set 
AIDS Research & Reference Reagent Program, Division 
of AIDS, NIAID, NIH. Cat-Nr: 9499 
HIV-1 Mn Env (15mer) Peptides – 
Complete Set 
AIDS Research & Reference Reagent Program, Division 
of AIDS, NIAID, NIH. Cat-Nr: 6451 MATERIAL UND METHODEN 
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2.2. Medien, Lösungen und Puffer in der Molekularbiologie 
2.2.1. Medien 
LB-Medium (autoklaviert) 
Bacto Tryptone  10 g 
Bacto Yeast Extract  5 g 
NaCl  5 g 
dH2O  ad 1 l 
2YT-Medium (autoklaviert) 
Bacto Tryptone  16 g 
Bacto Yeast Extract  10 g 
NaCl  5 g 
dH2O  ad 1 l 
2.2.2. Lösungen 
Antibiotika-Stocklösungen 
Ampicillin in dH2O lösen (1.000fach Stocklösung)  100 mg/ml 
Kanamycin in dH2O lösen (100fach Stocklösung)  10 mg/ml 
Tetracyclin in Ethanol lösen (250fach Stocklösung)  10 mg/ml 
10% APS  
Ammoniumperoxodisulfat, Lagerung bei -20°C  0,1 mg/ml 
50 mM CaCl2-Lösung 
CaCl2  0,56 g 
dH2O  ad 100 ml 
50% Glycerin 
Glycerin  50 ml 
dH2O  ad 100 ml 
IPTG-Stock (0,5 M; 1.000x) 
IPTG  1 g 
dH2O  ad 8,4 ml 
sterilfiltrieren (0,22 µm) und bei -20°C lagern 
 
Methyl--D-manno-pyranosid Lösung (0,5 M) 
Methyl--D-manno-pyranosid  97 g 
PBS  ad 500 ml 
autoklavieren und bei 4°C steril lagern. MATERIAL UND METHODEN 
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0,1 M MgCl2-Lösung 
MgCl2  0,95 g  
dH2O  ad 100 ml 
5% Milchpulver/PBS/0,5% Tween-20 (5% MPBST) 
Milchpulver  5 g 
10x PBS  10 ml 
Tween-20  500 µl 
dH2O  ad 100 ml 
0,5% PBST ELISA und Western-Blot Waschlösung 
10fach PBS  100 ml 
Tween-20  500 µl 
dH2O  ad 1 l 
20% PEG-10.000, 0,9 % NaCl-Lösung (autoklaviert) 
PEG-10.000  200 g 
NaCl  9 g 
dH2O  ad 1 l 
20% PEG-6.000, 15 % NaCl-Lösung (autoklaviert) 
PEG-6.000  200 g 
NaCl  150 g 
dH2O  ad 1 l 
4% Sammelgel (SDS PAGE) 
30% Rotiphorese  13 ml 
0,5 M Tris pH 6.8  25 ml 
10% SDS  1 ml 
dH2O  ad 100 ml 
10% SDS 
SDS  20 g 
dH2O  ad 200 ml 
12% Trenngel (SDS PAGE) 
30% Rotiphorese  40 ml 
1,5 M Tris pH 8.8  25 ml 
10% SDS  1 ml 
dH2O  ad 100 ml 
XGal-Stocklösung 
XGal  200 mg 
DMF  ad 1 ml MATERIAL UND METHODEN 
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2.2.3. Puffer 
10fach Probenpuffer (SDS PAGE) 
100% Glycerin  5 ml 
SDS  1,5 mg 
3 M Tris pH 8.0  1,66 ml 
ß-Mercaptoethanol  2,5 ml 
Bromphenolblau  5 mg 
dH2O  ad 10 ml 
TAE-Puffer 
Tris  4,84 g 
Essigsäure  1,2 g 
EDTA  0,29 g 
dH2O  ad 1 l 
10fach TGS Laufpuffer (SDS PAGE) 
Tris  30 g 
Glycin  144 g 
SDS  10 g 
dH2O  ad 1 l 
10fach Towbin Transfer Puffer (Western Blot) 
Tris  30 g 
Glycin  144 g 
dH2O  ad 1 l 
Für 1x Puffer 50 ml 10x Puffer und 100 ml Methanol mit dH2O auf 500 ml auffüllen. 
2.3. Medien, Lösungen und Puffer in der Zellkultur 
2.3.1. Medien 
293T und TZM-bl Kulturmedium 
DMEM Medium  500 ml 
10% FCS  50 ml 
200 mM L-Glutamin (entspricht 4 mM)  10 ml 
1% Penicillin/Streptomycin  5 ml 
 
CRL1597 (Myeloma) Kulturmedium 
DMEM/F12 Medium  500 ml 
10% FCS  50 ml 
200 mM L-Glutamin (entspricht 4 mM)  10 ml 
1 M HEPES Lösung (entspricht 10 mM)  5 ml MATERIAL UND METHODEN 
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HAT Hybridomakulturmedium 
DMEM/F12 Medium  500 ml 
HAT Medium Supplement  10 ml 
HCFS Medium Supplement  10 ml 
1 M HEPES Lösung (entspricht 10 mM)  5 ml 
200 mM L-Glutamin (entspricht 2 mM)  5 ml 
1% Penicillin/Streptomycin  5 ml 
Gentamycin  5 ml 
50 mM -Mercaptoethanol (entspricht 100 µM)  1 ml 
HT Hybridomakulturmedium 
DMEM/F12 Medium  500 ml 
FCS Medium Supplement  50 ml 
HAT Medium Supplement  10 ml 
1 M HEPES Lösung (entspricht 10 mM)  5 ml 
200 mM L-Glutamin (entspricht 2 mM)  5 ml 
NEAA  5 ml 
1% Penicillin/Streptomycin  5 ml 
Na-Pyruvat  5 ml 
Gentamycin  2,5 ml 
50 mM -Mercaptoethanol (entspricht 50 µM)  0,5 ml 
Lec
--CHO ADA.C1 und CHO-neg Kulturmedium 
GMEM Medium  500 ml 
Dialysiertes FCS (Glutamine-frei)  50 ml 
Nucleosid-Lösung (50x)  10 ml 
NEAA  5 ml 
L-Glutamat/L-Asparagin-Lösung  5 ml 
Sodium Pyruvat  5 ml 
1% Penicilin/Streptomycin  2,5 ml 
L-MSX-Lösung  0,125 ml 
U87.CD4.CCR5 und U87.CD4.CXCR4 Kulturmedium 
DMEM Medium  500 ml 
15% FCS  75 ml 
2% L-Glutamin  10 ml 
1% Penicillin/Streptomycin  5 ml 
300 µg/ml G418 (Neomycin) [1 g/ml]  177 µl 
1 µg/ml Puromycin [25 µg/µl]  24 µl 




37% Formaldehyd  3,24 ml 
dH2O  ad 40 ml 
L-Glutamat/L-Asparagin-Lösung 
L-Glutamat  600 mg 
L-Asparagin  600 mg 
dH2O  ad 100 ml 
sterilfiltrieren; Lagerung bei 4°C 
L-MSX Stocklösung 
L-MSX  18 mg/ml in PBS 
sterilfiltrieren; in 1ml Aliquots bei -20°C lagern 
Natriumbutyrat 
Natriumbutyrat  1,1 g 
PBS  ad 10 ml 
sterilfiltrieren; in 1 ml Aliquots bei -20°C lagern 
Nucleosidlösung 
Adenosin  35 mg 
Guanosin  35 mg 
Cytidin  35 mg 
Uridin  35 mg 
Thymid  12 mg 
dH2O  ad 100 ml 
sterilfiltrieren; Lagerung bei 4°C 
XGal-Färbelösung 
200 mg/ml X-Gal  (Stocklösung: 1 g in 5 ml DMF)  40 µl 
1 M MgCl2  (Stocklösung: 10,17 g in 50 ml dH2O)  40 µl 
100 mM Ferricyanid  (Stocklösung: 1,65 g in 50 ml dH2O)  1,2 ml 
100 mM Ferrocyanid  (Stocklösung: 2,11 g in 50 ml dH2O)  1,2 ml 
dH2O  ad 40 ml 
In 11 ml aliquotieren; Lagerung bei -20°C; vor Benutzung erwärmen und sterilfiltrieren 
(0,22 µm). 




Na2CO3  4,24 g 
NaHCO3  5,04 g 
dH2O  ad 1 l 
pH  9.6 
sterilfiltrieren und bei 4°C kühl lagern 
FACS-Puffer 
FCS  1 ml 




Die  Zelllinie  stammt  von  humanen,  embryonalen  Nierenzellen  ab  und  ist  stabil  
mit  dem  großen  T-Antigen  aus  SV40  transfiziert,  wodurch  Plasmide  mit  diesem  
Replikationsursprung nach Transfektion in die Zelle amplifizierbar sind. Alle drei bis vier  
Tage  werden  die  adhärent  wachsenden  Zellen  mit  EDTA-Trypsin-Lösung  abgelöst  
und  in  frischem  Medium  verdünnt  passagiert.  Die  Zellen  sind  mit  klassischen  
Transfektionsmethoden hoch transfizierbar. 
(LGC Standards, Catalog Number: CRL-11268™) 
CHO neg 
Diese Zelllinie basiert auf der Chinesischen Hamster Oviar Zelllinie (CHO) und wird häufig 
in eukaryotischen Expressionssystemen eingesetzt. Da die Zelllinie außerstande ist Prolin 
zu synthetisieren, muss dies im Medium zugeführt werden. Sie wächst adhärent und ist  
einfach zu handhaben. 
Die  CHO-neg  Zelllinie  wurde  stabil  mit  dem  Vektor  pEE14  transfiziert  und  dient  als  
Negativkontrolle für  Expressionen  mit  diesem  Vektorsystem.  Der  Vektor  bringt  das  Gen 
Glutaminsynthetase  mit,  welche  für  die  Umwandlung  von  Glutamat  in  Glutamin  
verantwortlich  ist.  Durch  Zugabe  von  geringen  Mengen  L-MSX  wird  die  zelleigene  
Glutaminsynthetase  inaktiviert  und  die  im  Vektor  codierte  Glutaminsynthetase  kann  in  
Glutamin-freiem Medium als Selektionsmarker dienen. 
(NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Catalog Number: 2238) MATERIAL UND METHODEN 
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CRL1597 
Hierbei  handelt  es  sich  um  eine  Maus-B-Lymphoblasten  Zelllinie  (Myeloma),  die  zur  
Gewinnung von Hybridomazellen eingesetzt wird. Die Zellen wachsen in Suspension und 
können bis zu einer Zelldichte von 1•10
6 Zellen/ml kultiviert werden. Alle drei bis vier Tage 
wird ein Teil der Kultur in frisches Medium übergehoben und die Zellen bei 37°C und mit  
5% CO2 inkubiert. 
(LGC Standards, Catalog Number: CRL-1597™) 
Lec
--CHO ADA.C1 
Um bei glykosylierten Konstrukten eine homogenere Expression zu erhalten, wurde das 
Glykosylierungssystem  der  Zellen  modifiziert  (Lec
--CHO).  In  diesen  Zellen  exprimierte  
Glykoproteine  besitzen  nur  noch  die  Mannose-reichen  Glykosylierungen  des  Endo-
plasmatischen Retikulums. Diese Zellen exprimieren eine gp140 Variante von HIV-1 Env. 
Zur  besseren  Expression  wurde  dem  Konstrukt  (pEE14-ADA.C1)  eine  Kozaksequenz  
vorgeschaltet und zur Steigerung der Sekretion das HIV-1 Signalpeptid durch eine tPA-
Signalsequenz ersetzt. Um eine Expression von HIV-1 Env Trimeren zu erlangen, wurde 
die primäre Schnittstelle zwischen gp120 und gp41 mutiert. Die Expressionskassette enthält 
die  komplette  Sequenz  von  HIV-1  Env  (Isolat  ADA)  bis  zur  Lysin-Aminosäure  des  
ELDKWA-Motivs. Die Expression von ADA.C1 führt zur Anreicherung von mono-, di- und 
trimeren gp140 Konstrukten im Zellkulturüberstand
364. 
TZM-bl 
Früher als JC53-bl (Klon 13) bezeichnet, leiten sich die TZM-bl Zellen von HeLa Zellen 
ab. Sie exprimieren stabil große Mengen an CD4, CCR5 und CXCR4. Als Reporter wurden 
die  Gene  der  Luciferase  und  ß-Galactosidase  unter  der  Kontrolle  des  HIV-1  Promotors  
integriert. Die Zelllinie ist hochsensitiv für Infektionen mit verschiedenen HIV-1 Isolaten und 
erlaubt  durch  beide  Reporterenzyme  eine  leichte  und  quantitative  Analyse  der  HIV-1  
Infektion (z.B. Titerbestimmung) durch Messung der ß-Gal- oder Luciferaseexpression. 
(NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Catalog Number: 8129) 
U87.CD4.CCR5 
Diese Zelllinie stammt von menschlichen Glioblastoma-Zellen ab (U87MG) und ist stabil 
mit  den  Genen  für  die  humanen  Rezeptoren  CD4  und  CCR5  transfiziert,  die  unter  der  
Kontrolle eines MLV Promotors stehen. Die Zellen sind sehr adhärent, wachsen langsam 
und sollten bei einer Dichte von maximal 80% nicht zu dünn passagiert werden. 




Die IMRI Maus entstand durch eine Auszucht der ImmortoMouse mit NMRI Mäusen. Der 
aufgrund der Auszucht breitere genetische Hintergrund soll eine ‚bessere’ Immunantwort 
ermöglichen. Darüber hinaus ermöglicht das temperatursensitive große Tumorantigen der 
ImmortoMouse nach Induktion mit Interferon  eine Kultivierung primärer Zellen bei einer 
Temperatur von 30°C. 
2.4.3. Bakterienstämme 
Bakterienstamm  Genotyp  Herkunft 
BL21-DE3 Gold  F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3)  Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland 
ER2738  F´proA+B+ lacIq Δ(lacZ)M15 zzf::Tn10(TetR)/ 
fhuA2 glnV Δ(lac-proAB) thi-1 Δ(hsdS-mcrB)5 
New England BioLabs, 
Bad Soden, Deutschland 
TOP10 
F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZM15 
lacX74 recA1 araD139(ara-leu)7697 galU 
galK rpsL (Str




(mcrA)183 (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 




Stratagene, La Jolla, USA 
XL-10-Gold 
Tet
r (mcrA)183 (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 





Stratagene, La Jolla, USA 
2.4.4. Helferphage 
Name  Hersteller / Vertrieb 
M13-KO7  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
2.4.5. Viren 
Name  Hersteller / Vertrieb 
HIV-1 89.6  NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, 
NIH: HIV-1 89.6 from Dr. Roland Collman 
HIV-1 JR-CSF  NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, 
NIH: HIV-1J R-CSF from Dr. Irvin Chen 
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2.5. Primer 
Primer  Info  Sequenz (5’  3’) 
N  -, cDNA  CTG CCA ATC AGG GAA GTA GCC TTG TGT 
RT-UD  -, cDNA  GGT GTG TAG TTC TGC CAA TCA GG 
A  +, außen  GGC TTA GGC ATC TCC TAT GGC AGG AAG AA 
6191-UD  +, außen  GAT AGA ATA AGA GAA AGA GCA GAA GAC AGT GG 
9033-UD  -, außen  GTA AGT CAT TGG TCT TAA AGG TAC CTG AG 
Mn  -, außen  ATT TGC GGC CGC TAG CCC TTC CAG TCC CCC CTT TTC TTT TA 
C  +, innen  TTG TTG GTC ACC GTC TAT TAT GGG 
C-UD  +, innen  TTG TGG GTA ACC GTC TAT TAT GGG GTA C 
TNE3  -, innen  GGA TCT CCA TGG CTT ATA GCA AAA TCC TTT CCA AGC CCT 
GTC TTA TTC TTC TAG G 
TNE3-UD  -, innen  GGA TCT CCA TGG CTT ATA GCA ATA TCC TTT CTA ACC CCT GTA 
TTA TTC TTC TAG G 
TNE3-G  -, innen  GGA TCT CCA TGG CTT ATA GCA AAA TCC TTT CCA AGC CCT 
GTC TTA TTC TTG TAG G 
2.6. Plasmide 
Name  Hersteller / Vertrieb 
pYU2  NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, 
NIH: pYU-2 from Dr. Beatrice Hahn 
pTN7-env  PD Matthias T. Dittmar, Centre for Infectious Disease, Institute of Cell and Mo-
lecular Science, Barts and The London, Queen Mary's School of Medicine and 
Dentistry, London, United Kingdom 
pTN7-NL4-3  PD Matthias T. Dittmar, Centre for Infectious Disease, Institute of Cell and Mo-
lecular Science, Barts and The London, Queen Mary's School of Medicine and 
Dentistry, London, United Kingdom 
2.7. EDV 
Name  Hersteller / Vertrieb 
Bio Edit  Ibis Biosciences, Carlsbad, USA  
CellQuest Pro   Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland  
Graphics Suite 11   Corel, Ottawa, Kanada  
Lasergene 6  DNAStar, Madison, USA 
N-GlycoSite  http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLYCOSITE/glycosite.html
367 
Office 2007  Microsoft, Redmond, USA 
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2.8. Methoden 
2.8.1. Amplifikation von HIV-1 env Genen 
Zur genetischen und funktionellen 
Analyse  des  env  Gens  primärer  
Viren wird virale RNA aus Plasma-
proben  HIV-1  positiver  Patienten 
gewonnen,  in  cDNA  transkribiert 
und über PCR amplifiziert. Bei La-
bor-adaptierten Virusisolaten erfolgt 
die  Isolierung  der  viralen  RNA  aus 
HIV-1 infizierten PBMC-Kulturen.  
 
2.8.1.1. Isolierung viraler RNA 
Die Isolierung viraler RNA (vRNA) erfolgte mit dem QIAmp
® Viral RNA Mini von Qiagen 
nach Angaben des Herstellers. Aufgrund der geringen viralen Last in den Seren der LTNPs 
wird zur Anreicherung der HI-Viren 1 ml Plasmaprobe in einer Ultrazentrifuge bei 4°C mit 
20.000 rpm  für  10 min  pelletiert.  Der  Überstand  wird  bis  auf  180 µl  mit  den  darin  
enthaltenen Antikörpern der Patienten abgenommen und bei -80°C aufbewahrt. Das Pellet 
wird resuspendiert und zur Gewinnung der vRNA weiterverarbeitet. Die gereinigte vRNA 
wird in 60 µl Elutionspuffer aufgenommen und bei -80°C gelagert. 
2.8.1.2. Reverse Transkription komplementärer DNA aus vRNA 
Mit Hilfe Reverser Transkription wird vRNA in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrie-
ben. Die Synthese der cDNA erfolgt mit den Primer N oder RT-UD (Abbildung 14). 
  Menge / Ansatz   
Primer [10 µM]  1,0 µl 
Prämix  ddH2O  1,0 µl 
vRNA  10,0 µl 
5x Super Script Puffer  4,0 µl 
Reaktionsmix 
DTT [0,1 M]  2,0 µl 
dNTP [je 2,5 mM]  1,0 µl 
RNase OUT  0,5 µl 
RT Super Script RNase Transkriptase II  0,5 µl 
 
 
Abbildung 14: PCR-Schema der env-Amplifikation 
Die Reverse Transkription erfolgt mit den Primern N/RT-
UD (grün), die äußere PCR mit den Primern A/6191-UD 
und Mn/9033-UD (rot), die innere PCR mit den Primern 
C/C-UD und TNE3/TNE3-UD/TNE3-G (blau). MATERIAL UND METHODEN 
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Zu  Beginn  der  cDNA-Synthese  wird  der  Prämix  angesetzt  und  für  10 min  bei  65°C  
inkubiert,  um  so  eine  Entfaltung  der  RNA  zu  ermöglichen.  Anschließend  wird  der  
Reaktionsmix zugesetzt und der durchmischte Ansatz inkubiert bei: 
42°C  1,5 h 
72°C  10 min 
4°C  ∞ 
2.8.1.3. Nested-PCR 
Das env Gen wird mittels nested-PCR aus der cDNA gewonnen. Über die Primer der  
inneren PCR, werden die Restriktionsschnittstellen (BstEII und NcoI) eingebracht. 
  Menge / Ansatz 
Templat  2,0 µl 
Primer fwd [10 µM]  1,0 µl 
Primer rev [10 µM]  1,0 µl 
dNTP [je 2,5 mM]  1,2 µl 
5x HiFi-PCR-Puffer ohne Mg
2+  10,0 µl 
Mg
2+ [25 mM]  5,0 µl 
5x Q-Solution (Qiagen)  10,0 µl 
ddH2O  19,3 µl 
HiFi-Polymerase [5 U/µl]  0,5 µl 
 
Die Amplifikation in der äußeren PCR erfolgt mit folgendem Programm: 
95°C  2 min   
95°C  30 sec   
57°C  40 sec  30-40 Zyklen 
72°C  3 min   
72°C  10 min   
4°C  ∞   
 
Die innere Nested PCR wie folgt: 
95°C  2 min   
95°C  30 sec   
55°C  40 sec  30-40 Zyklen 
72°C  2:30 min   
72°C  10 min   
4°C  ∞   
 
Die nested PCR wird mit einem 1%igen Agarosegel überprüft. Hierzu werden 2 µl Probe 
mit 8 µl destilliertem Wasser und 2 µl Probenpuffer versetzt und im Gel aufgetrennt (100 V, MATERIAL UND METHODEN 
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30 min). Waren mehrere Amplifikate vorhanden, erfolgt eine präparative Auftrennung der 
Konstrukte  in  einem  1%igen  Agarosegel.  Die  gewünschten  Amplifikate  werden  mit  dem 
‚NucleoSpin
® Extract II’-Kit aufgereinigt. 
2.8.2. Klonierung HIV-1 Env-rekombinanter Reporterviren (RRV) 
Mit Hilfe des Plasmids pTN7-∆env ist es 
möglich, HIV-1 Env-rekombinante Repor-
terviren (RRV) mit patienteneigenen Env 
herzustellen. Das Plasmid codiert für das 
env  deletierte  Genom  von  HIV-1  NL4-3 
und  ermöglicht  über  die  Restriktions-
schnittstellen  BstEII  und  NcoI  das  Ein-
bringen  einer  beliebigen  env  Sequenz. 
Als Reporter besitzt das Plasmid anstelle 
des  viralen  nef  das  Gen  Renilla  Luci-
ferase.  Dies  ermöglicht,  durch  die  
Ligation mit einer HIV-1 env Sequenz, die 
Produktion  rekombinanter,  replikations-
kompetenter  HI-Viren,  deren  Infektiosität 
durch  die  Expression  von  Renilla  
Luciferase nachgewiesen werden kann. 
2.8.2.1. Restriktion der env Gene 
Für die Ligation der amplifizierten env Gene mit pTN7-∆env, erfolgt die Restriktion der 
PCR Produkte mit den Enzymen BstEII und NcoI nach folgendem Ansatz: 
  Menge / Ansatz 
PCR-Produkt  48,0 µl 
Puffer (10x)  6,0 µl 
BSA (10x)  6,0 µl 
Restriktionsenzyme  je 1,0 µl 
 
37°C  über Nacht 
65°C  20 min 
4°C  ∞ 
Das  restringierte  PCR-Produkt  wird  nach  Angaben  des  Herstellers  aufgereinigt  und  in 
20 µl eluiert (Nucleo Spin Extract II). 
Abbildung 15: Plasmidkarte von pTN7-env 
Über die Restriktionsschnittstellen NcoI und BstEII 
kann eine heterologe env Sequenz zur Gewinnung 
HIV-1  Env-rekombinanter  Reporterviren  (RRV) 
eingebracht werden.  MATERIAL UND METHODEN 
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2.8.2.2. Restriktion und Dephosphorylierung von pTN7-∆env 
Der Vektor pTN7-∆env wird ebenfalls mit den Enzymen BstEII und NcoI verdaut: 
  Menge / Ansatz 
Plasmid-DNA  40,0 µl 
Puffer (10x)  5,0 µl 
BSA (10x)  5,0 µl 
Restriktionsenzym  je 2,5 µl 
 
37°C  über Nacht 
65°C  20 min 
 
Im Anschluss wird die restringierte Plasmid-DNA aufgereinigt und in 40 µl eluiert. Durch 
die Behandlung mit Calf Intestinal Phosphatase (CIP) werden die 5’-Phosphatenden der 
Schnittstellen entfernt und somit gewährleistet, dass die Ligation vom Insert ausgeht: 
  Menge / Ansatz 
restringierte Plasmid-DNA  40,0 µl 
Puffer (10x)  5,0 µl 
CIP  5,0 µl 
 
Der  Ansatz  wird  für  4 h  bei  37°C  inkubiert  und  im  Anschluss  die  dephosphorylierte  
Plasmid-DNA  aufgereinigt  (Nucleo  Spin  Extract  II),  auf  eine  Konzentration  von  25 ng/µl  
eingestellt und bei -20°C gelagert. Die Präparation des Vektors wird auf einem 1%igem 
Agarosegel überprüft. Als Kontrolle dient hierbei der unverdaute Vektor. Die Qualität der 
Dephosphorylierung wird durch eine Transformation ohne Ligase kontrolliert. 
2.8.2.3. Ligation der env PCR-Produkte mit pTN7-∆env 
Zur Ligation von pTN7-∆env mit den amplifizierten env Genen werden der aufgearbeitete 
Vektor und env PCR-Produkte eingesetzt: 
  Menge / Ansatz 
pTN7-∆env (25 ng/µl)  1,0 µl 
env Amplifikat (ca. 50 ng/µl)  2,0 – 4,0 µl 
10x Ligasepuffer  1,0 µl 
PEG 1.000 Lösung  1,0 µl 
ddH2O  2,0 – 4,0 µl 
T4-Ligase [1 U/µl]  1,0 µl 
 
22°C  2 h 
65°C  10 min 
4°C  ∞ MATERIAL UND METHODEN 
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Nach der Ligation wird der Ansatz in E.coli XL10 oder TOP10 Zellen transformiert. 10 µl 
des Transformationsansatzes werden auf einer LBAmp Kulturplatte ausgestrichen. Mit dem 
verbleibenden Volumen werden 100 ml LBAmp Medium angeimpft und über Nacht bei 37°C 
und  200 rpm  inkubiert.  Am  nächsten  Tag  wird  anhand  von  zehn  Klonen  die  Ligations-
effizienz  der  Ansätze  überprüft,  von  der  Flüssigkultur  mit  50%  Glycerinlösung  mehrere  
Glycerinstocks angelegt und eine Plasmid-DNA-Präparation durchgeführt. 
2.8.2.4. Herstellung transformationskompetenter Escherichia coli 
Zur Transformation von Escherichia coli (TOP10 oder XL10-Gold) mit Ligationsprodukten 
oder vollständigen Plasmiden werden zunächst kompetente Bakterien hergestellt. Mit 2 ml 
einer  E.coli  Übernachtkultur  werden  200 ml  LB-Medium  angeimpft  und  bei  30°C  und 
200 rpm  bis  zu  einer  OD600  von  0.5 - 0.7  kultiviert.  Im  Anschluss  werden  die  Zellen  für 
10 min auf Eis inkubiert und hiernach bei 4°C abzentrifugiert (10 min, 4°C, 1.500 rpm). Von 
nun an sind alle Schritte auf Eis durchzuführen. Zunächst wird das Zellpellet in 20 ml kalter 
0,1 M MgCl2-Lösung resuspendiert und erneut abzentrifugiert (10 min, 4°C, 1.500 rpm). Das 
Pellet wird ein zweites Mal in 20 ml 50 mM CaCl2-Lösung resuspendiert und für 30 min auf 
Eis inkubiert. Anschließend werden die Zellen zentrifugiert (10 min, 4°C, 1.500 rpm) und 
vorsichtig  in  2 ml  50 mM  CaCl2-Lösung  mit  15%  Glycerin  resuspendiert.  Abschließend  
werden  die  Zellen  aliquotiert,  mit  flüssigem  Stickstoff  schockgefroren  und  bei  -80°C  
gelagert.  Die  Bestimmung  der  Kompetenz  erfolgt  mit  einer  Verdünnungsreihe  eines  
zirkulären Vektors mit einer Größe von ca. 5 kbp im Bereich von 10
-5 bis 10
-10. 
2.8.2.5. Transformation kompetenter Escherichia coli 
Ein 50 µl Aliquot kompetenter Zellen wird auf Eis aufgetaut, mit einem Ligationsansatz 
vermischt und für 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wird das Gemisch für 30 sec im 
42°C warmen Wasserbad einem Hitzeschock ausgesetzt, erneut für 2 min auf Eis inkubiert 
und danach 450 µl LB-Medium zugesetzt. Der Ansatz wird für 45 min in einem Schüttler bei 
37°C und anschließend über Nacht bei 37°C auf einer LB-Agar Platte mit entsprechenden 
Antibiotika inkubiert. 
2.8.2.6. Plasmidisolierung aus Escherichia coli 
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli erfolgt nach Herstellerangaben im Miniformat 
(bis 2 ml Kultur) mit dem ‚Nucleo Spin Extract II‘-Kit, im Midi- und Maxiformat (100-500 ml 
Kultur) mit dem ‚Nucleo Bond PC100 bzw. PC500‘-Kit. 
   MATERIAL UND METHODEN 
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2.8.3. Sequenzierung der DNA 
Die Sequenzierung nach Sanger erfolgt mit Hilfe eines Kapillarsequenziergeräts (3100-
Avant Genetic Analyzer) und dem ‚Big Dye
® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit‘ der  
Firma  Applied  Biosystems.  Für  eine  Sequenzreaktion  wurden  ca.  500 ng  Templat  
eingesetzt  und  nach  Herstellerangaben  bearbeitet.  Die  Sequenzanalyse  erfolgt  mit  dem 
Programm Lasergene 6. 
2.8.4. Sequenzmusteranalyse 
Die  Identifizierung  potenzieller  Sequenzmuster  erfolgt  mit  dem  Online-Tool  VESPA.  
Zunächst werden die zu untersuchenden Proteinsequenzen mit dem ClustalW Algorithmus 
in dem Program BioEdit aligned. Anschließend werden die Sequenzen der LTNP und HIV-1 
Kontrollpatienten getrennt, in zwei separaten Dateien gespeichert und als Queryset (LTNP) 
und  Kontrollset  (HIV-1  Kontrollpatienten)  in  VESPA  eingeladen  und  analysiert 
(http://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-db/P-vespa/vespa.html)
172. Für die Analyse von Nef wird 
ein Referenzset (Nef HIV-1 Subtyp B; Jahr 2005) der HIV-1 DATABASE als Kontrollset  
herangezogen (http://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-db/SUBTYPE_REF/align.html). 
2.8.5. Bestimmung der N-Glycosylierungsstellen 
Zur Bestimmung potenzieller N-Glycosylierungsstellen wurde das Programm N-GlycoSite 
benutzt. Hierzu  wurden die Proteinsequenzen der HIV-1 Env  zunächst in BioEdit  in ein 
Alignment  gebracht,  als  Datei  gespeichert  und  anschließend  mit  N-GlycoSite  analysiert  
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLYCOSITE/glycosite.html)
367. 
2.8.6. Herstellung HIV-1 Env-RRV 
2.8.6.1. Transfektion von 293T Zellen zur Erzeugung HIV-1 Env-RRV 
Mittels Transfektion von 293T Zellen mit den pTN7-env Konstrukten werden HIV-1 Env-
rekombinante  Reporterviren  im  S3-Labor  (Biosicherheitslevel  S3)  hergestellt.  Die  
Transfektion erfolgt nach der klassischen Calciumphosphat-Methode, welche eine einfache 
Handhabung mit hoher Effizienz verbindet. 
In einer großen Zellkulturflasche (T-175) werden am Vortag der Transfektion 3·10
7 Zellen 
ausgebracht. Zwei Stunden vor der Transfektion werden die Zellen mit PBS gewaschen und 
in 40 ml frischem Medium aufgenommen. Pro Transfektionsansatz werden 25 µg Plasmid 
und 120 µl 2,5 M CaCl2-Lösung mit dH2O auf 1,2 ml verdünnt und vermischt. Die Lösung 
wird unter  Blasenbildung langsam, tropfend zu 1,2 ml vorgelegtem 2fach HEPES Puffer  
zugegeben, das Gemisch kurz gevortext und für 20 min bei RT inkubiert. Danach wird der 
Transfektionsansatz auf die Zellen getropft, die Kulturflaschen vorsichtig geschwenkt und MATERIAL UND METHODEN 
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über Nacht kultiviert. Am folgenden Tag werden 20 ml frisches Medium zugesetzt und die 
Zellen für weitere 48 h inkubiert. Für die Ernte der rekombinanten Viren werden die Über-
stände abgenommen, durch zehnminütiges Zentrifugieren mit 1.500 rpm bei 4°C von Zell-
trümmern  befreit  und  sterilfiltriert  (0,45 µm).  Zur  späteren  Bestimmung der  Replikations-
kompetenz werden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschließend in 20 ml PBS 
resuspendiert. 1 ml der Zellsuspension wird in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß übertragen, 
für 5 min bei 4°C mit 3.000 rpm zentrifugiert, das Pellet in 500 µl Renilla Luciferase Lysis-
Puffer aufgenommen und bei -80°C gelagert. 
2.8.6.2. Aufkonzentrieren von HIV-1 Env-rekombinanten Reporterviren 
Je nach Verwendung der HIV-1 Env-RRV werden diese direkt nach der Ernte nach einer 
der folgenden Methoden aufkonzentriert. Zur Neutralisationsmessung (2.8.9 unten) werden 
die gefilterten Viren in der Zentrifuge mit Konzentratoren (MWCO 300 kDa, Vivacell) 1:20 
aufkonzentriert, aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Zur Bestimmung der Infektiosität und 
der  Replikationskompetenz  erfolgt  eine  PEG-Fällung.  Hierzu  werden  die  gefilterten  
Überstände in 50 ml Reaktionsröhrchen mit einem Volumen PEG 10.000-Lösung vermischt 
und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag werden die gefällten Viren für 30 min 
bei 4°C mit 2.000 rpm pelletiert, in 200 µl PBS aufgenommen und bei -80°C eingefroren. 
2.8.7. Infektiosität HIV-1 Env-RRV 
Die Infektiosität einer Viruspräparation wird als der Quotient infektiöser Viren zur Gesamt-
zahl  aller  Viren  angegeben.  Die  Anzahl  infektiöser  Partikel  pro  Milliliter  wird  mit  einem  
Infektionstest bestimmt, die Gesamtzahl der Viren mit einem p24-Antigentest ermittelt. 
2.8.7.1. Titerbestimmung Env-rekombinanter Reporterviren 
Die Bestimmung des Titers der RRV Präparationen erfolgt mit Hilfe der TZM-bl Zellen. 
Diese Zelllinie exprimiert den für die Infektion mit HIV-1 notwendigen Rezeptor CD4, die 
beiden  Chemokinrezeptoren  CCR5  und  CXCR4  und  trägt  ein  ß-Galaktosidasegen  unter 
Kontrolle  des  HIV-1  Promotors.  Hierdurch  erscheinen  infizierte  Zellen  nach  der  Zugabe  
einer XGal-Lösung blau, was eine einfache Auswertung ermöglicht. 
Am  Vortag  werden  10
4  TZM-bl  Zellen  in  100 µl  Medium  pro  Vertiefung  einer  96- 
Vertiefung-Platte ausgesät und über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wird das Medium 
von den Zellen abgenommen und mindestens vier Stufen einer 5fach-Verdünnungsreihe  
(ausgehend  von  1:5  zw.  1:10)  der  Viren  mit  frischem  Medium  angesetzt.  In  Triplikaten  
werden die Zellen mit 100 µl Virusverdünnung infiziert und für 44 h im Brutschrank inkubiert. 
Danach werden die Zellen mit 180 µl PBS gewaschen, drei Minuten mit 60 µl Fixierlösung 
fixiert, erneut gewaschen, mit 100 µl XGal-Färbelösung überschichtet und über Nacht bei MATERIAL UND METHODEN 
48 
Raumtemperatur inkubiert. Die gefärbten Zellen jeder Verdünnung werden am folgenden 
Tag ausgezählt und der Titer der Präparation bestimmt. Dieser wird in Infektiösen Einheiten 




  =  blaue Zellen 
IU
100µl
  ∙ Verdünnung ∙ 10 
2.8.7.2. Bestimmung der p24 Konzentration 
Die  Bestimmung  der  p24  Konzentration  der  Viruspräparationen  erfolgt  mit  dem  
INNOTEST
TM  HIV Antigen mAb Kit der Firma  Innogenetics nach Herstellerangaben.  Mit 
diesem Test ist es möglich, die Menge an Kapsidprotein (p24) einer Viruspräparation zu 
ermitteln.  Zur  Bestimmung  der  p24-Menge  werden  je  Präparation  acht  Stufen  einer  
Verdünnungsreihe  gemessen  und  alle  Werte  im  linearen  Bereich  des  Assays  zur  
Auswertung herangezogen. Nach Layne et al. wird anschließend mit Hilfe der ermittelten 








5 ∙ 10−17  g
U 
 
2.8.8. Bestimmung der Replikationskompetenz HIV-1 Env-RRV 
2.8.8.1. Renilla Luciferase-Aktivitätstest 
Mit  dem  ‚Renilla  Luciferase  Assay  System‘  kann  die  Aktivität  von  Renilla  Luciferase  
(Reporterenzym)  in  Säugetierzellen  quantifiziert  werden.  In  der  Zelle  katalysiert  Renilla  
Luciferase  die  Oxidation  von  Coelenterazin  in  Coelenteramide,  wodurch  Photonen  
freigesetzt werden. Dank des Renilla Luciferase Gens der HIV-1 Env-RRV ist es möglich, 
die Infektion einer Zelle mit diesen Viren zu bestimmen. Durch die Expression der Renilla 
Luciferase in den pTN7-env Konstrukten nach der Zelltransfektion, kann zusätzlich die Rep-
likationskompetenz  der  HIV-1  Env-
RRV  ermittelt  werden.  Hierzu  wird 
die  Aktivität  an  Renilla  Luciferase 
nach Zellinfektion (U87.CD4.CCR5) 
auf  die  Renilla  Luciferase  Aktivität 
der  transfizierten  Zellen  (293T)  
normiert.  Der  Quotient  gibt  Auf-
schluss  über  Unterschiede  in  den 
Env-vermittelten  Schritten  der  
frühen Phase der Infektion. 
Abbildung  16:  Biolumineszenzreaktion  von  Renilla 
Luciferase 
Die  Umsetzung  von  Coelenterazin  in  Coelenteramide 
führt zur Freisetzung von Photonen, welche im Lumino-
meter quantifiziert werden. 
(nach dem Produktblatt, Promega) MATERIAL UND METHODEN 
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2.8.8.2. Infektion von U87.CD4.CCR5-Zellen mit HIV-1 Env-RRV 
Ein  Tag  vor  der  Infektion  werden  pro  Vertiefung  einer  96-Vertiefung-Platte  
10
4 U87.CD4.CCR5 Zellen in 100 µl Medium ausgebracht. Tags darauf werden die Zellen 
mit 100 µl Virus/Medium-Gemisch einer 5fach Verdünnungsreihe infiziert und bei 37°C und 
5%  CO2  inkubiert.  Nach  44 h  werden  die  Zellen  mit  180 µl  PBS  gewaschen,  die  Platte  
ausgeklopft und die Zellen in 60 µl Renilla Luciferase Lysispuffer aufgenommen. Anschlie-
ßend werden die Zellen 20-30 min bei RT auf einem Schüttler lysiert. Zur Auswertung wer-
den 20 µl Zelllysat in eine weiße Mikrotiterplatte übertragen, der Rest bei -20°C eingefroren. 
Vor  der  Messung  wird  das  Luminometer  zunächst  gründlich  mit  Wasser  gespült.  
Anschließend wird das Flüssigkeitssystem des Geräts mit 1,5 ml Substratlösung befüllt. Zur 
Messung werden 100 µl Substratlösung zu den vorgelegten Zelllysaten dispensiert und die 
emittierte Lichtmenge vom Gerät mit einer Verzögerung von 1 sec integriert. Hierbei werden 
folgende Geräteeinstellungen gewählt und die Werte auf 1 ml Virusmenge normiert: 
Microplatte: Dynatech 96  Testtyp: Well Modus  Verstärkung: 255 
Intervale: 30  Messzeitinterval [s]: 0,3  Ges. Integ.Zeit/Well [s]: 9 
Leserichtung: horizontal  Verzögerung [s]: 1  Evaluation: Summierung 
2.8.8.3. Bestimmung der Renilla Luciferase Aktivität der Transfektionsansätze 
Zur Bestimmung der Luciferase Aktivität wird eine Verdünnungsreihe der in Renilla Lucife-
rase Lysis-Puffer aufgenommenen transfizierten 293T Zellen in  Renilla Luciferase Lysis-
Puffer angelegt. 20 µl der einzelnen Verdünnungen werden in eine weiße Mikrotiterplatte 
übertragen und wie beschrieben auf ihre Aktivität hin ausgewertet (2.8.8.2 oben). 
2.8.9. Neutralisation HIV-1 Env-RRV 
Mit Hilfe der HIV-1 Env-RRV ist 
es  möglich,  die  Neutralisations-
kapazität eines Patientenserums, 
Antikörpers o.  ä. zu bestimmen. 
Diese  drückt  sich  direkt  in  der 
Reduktion des Renilla Luciferase 
Signals der infizierten Zellen aus 
(Abbildung  17).  Je geringer  die-
ses  Signal,  desto  besser  die 
Neutralisation,  die  anschließend 
im  Bezug  auf  entsprechende 
Kontrollen berechnet werden. 
Abbildung 17: Darstellung des Neutralisationsassays 
Nach  einstündiger  Präinkubation  der  HIV-1  Env-RRV  mit 
dem Serum werden U87.CD4.CCR5 oder U87.CD4.CXCR4 
Zellen infiziert. Das Maß der Infektion wird nach zwei Tagen 
anhand der Renilla Luciferase Aktivität bestimmt (rote Zelle). MATERIAL UND METHODEN 
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In  einer  96-Vertiefung-Platte  werden  hierzu  am  Vortag  10
4  U87.CD4.CCR5  oder 
U87.CD4.CXCR4 Zellen pro Vertiefung in 100 µl Medium ausgebracht. Am nächsten Tag 
wird eine Verdünnungsreihe der zu untersuchenden Probe angesetzt, wobei pro Vertiefung 
100 IU Viren eingesetzt werden, was einer MOI von 0,01 entspricht. Da jede Verdünnung in 
Triplikaten gemessen wird, werden 300 IU pro Verdünnungsstufe benötigt. Diese 300 IU 
werden in insgesamt 300 µl Medium mit der zu untersuchenden Probe aufgenommen und 
eine Stunde bei 37°C mit 200 rpm präinkubiert, um ein Binden der Antikörper an die Viren 
zu  ermöglichen.  Danach  wird  das  virusfreie  Medium  von  den  Zellen  entfernt,  je  100 µl  
Virus/Proben-Gemisch pro Vertiefung zugegeben und der Ansatz für 44 h im Brutschrank 
inkubiert. Nach der Inkubation werden die Zellen wie oben beschrieben gewaschen, lysiert 
und  die  Renilla  Luciferase  Aktivität  am  Luminometer  bestimmt.  Als  Kontrolle  und  zur  
Berechnung dient die mittlere Renilla Luciferase Aktivität virusinfizierter Zellen ohne Serum-
zugabe (2.8.8.3 oben): 
Inhibition % = 1- 
Mittelwert RLUProbe
Mittelwert RLUpos. Kontrolle
  ∙100 
Mit Hilfe der Kontrollen werden die gemessenen relativen Lichteinheiten (RLU) in eine 
prozentuale Inhibition inkl. Standardabweichung (StabW) umgerechnet: 




Für die Berechnung der Inhibitorischen Konzentration 50 bzw. 90 (IC50 bzw. IC90) wird 
von den Neutralisationswerten ein logarithmischer Fit abgeleitet (Microsoft Excel
®) und mit 
Hilfe der Funktionsgleichung die Werte für IC50 und IC90 berechnet. 
2.8.10. Statistik 
Die Signifikanz der Differenz zweier Mittelwerte wird mit dem - speziell für kleine Proben-
mengen entwickeltem - Studentischen T-Test berechnet. Die beiden Gruppen werden je als 
Teil einer heteroskedastischen, zweiseitigen Lösungsmatrix angesehen. Dies ermöglicht die 
größte Zahl an Freiheitsgraden, weil beiden Gruppen unterschiedliche Varianzen zugestan-
den werden. Dem T-Test wird die Nullhypothese zu Grunde gelegt, bei der sich die Werte 
nicht signifikant unterscheiden. Es wird ein Signifikanzniveau () von 5% festgelegt. Bei 
Prüfwerten (p-Wert < 0,05) wird die Nullhypothese verworfen, d.h. die Werte werden mit  
einer statistischen Wahrscheinlichkeit von 95% als signifikant unterschiedlich angesehen. 
Sind die p-Werte größer 0,05, kann die Nullhypothese nicht widerlegt werden, und mit einer 
statistischen Wahrscheinlichkeit von 95% liegen keine signifikanten Unterschiede vor. MATERIAL UND METHODEN 
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2.8.11. Phagen-ELISA 
Für  die  Bestimmung  der  Reaktivität  von  Serumantikörpern  mit  Peptidphagen  werden 
100 µl in Carbonatpuffer verdünntes Serum (1:3.000) je Vertiefung auf einer Mikrotiterplatte 
ausgebracht und über Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wird die Platte dreimal mit je 300 µl 
ELISA-Waschlösung pro Vertiefung gewaschen und freie Oberflächenbereiche mit 200 µl 
5% MPBST-Lösung je Vertiefung eine Stunde bei 37°C geblockt. Hiernach wird die Platte 
erneut  wie  beschrieben  gewaschen  und  mit  100 µl  Phagenlösung  über  Nacht  bei  4°C  
inkubiert.  Nach  erneutem  Waschen  wird  die  Platte  mit  100 µl  in  5%  MPBST-Lösung  
verdünntem -M13-HRP Antikörper (1:3.000) versetzt, für mind. 1 h bei Raumtemperatur 
inkubiert, sechsmal mit je 300 µl Waschlösung/Vertiefung gewaschen und mit OPD-Lösung 
entwickelt.  Die  Entwicklung  wird  spätestens  nach  6  Minuten  durch  Zugabe  von  100 µl 
H2SO4 je Vertiefung gestoppt und am ELISA-Reader ausgelesen (492-620 nm). 
Die Durchführung der Kompetitions-ELISAs erfolgt wie beschrieben, allerdings wird nach 
dem  Blocken  100 µl  Phagen-Kompetitor-Mix  (50 µl  Phagenlösung  gemischt  mit  50 µl 
ADA.C1 Überstand; Verdünnung von ADA.C1 in Medium wie angegeben) je Vertiefung auf 
die Platten gegeben und über Nacht inkubiert. 
2.8.12. Immunisierungsstudien 
In Biopanning Studien mit immobilisierten Antikörpern der LTNP konnte Michael Humbert 
HIV-1 spezifische Peptidphagen anreichern und identifizieren. Es konnte gezeigt werden, 
dass  die  selektionierten  Phagen  entweder  eine  primäre  oder  strukturelle  Homologie  zu  
HIV-1  Env  haben,  also  potentielle  Mimotope  HIV-1  spezifischer  Antikörper  darstellen
151. 
Entsprechend  ihrer  Homologie  wurden  je  vier  bis  sieben  Phagen  gruppiert  und  für  
Immunisierungsstudien eingesetzt. Als Kontrollen diente der M13-Wildtyp Phage (wt) und 
eine Gruppe von Phagen ohne Homologie zu HIV-1 Env (neg). 
Die  Immunisierung  erfolgt  in  vier  bis  sechs  Wochen  alten  IMRI  Mäusen  der  
F1-Generation. Im Abstand von je zwei bis drei Wochen werden die Mäuse mit je 2∙10
12  
Phagen pro Tier sechsmal s.c. immunisiert (Tag 0, 14, 28, 42, 56, 70 bzw. 0, 14, 28, 49, 70, 
91).  Zehn  Tage  nach  der  letzten  Immunisierung  (Tag  80  bzw.  101)  werden  die  Mäuse  
getötet,  das  Serum gesammelt,  hitzeinaktiviert  und  bei  -20°C gelagert  (Immunisierungs-
studie 2006). Die Immunisierungsstudie 2007 erfolgt ebenfalls in vier bis sechs Wochen  
alten IMRI Mäusen der F1-Generation. An den Tagen 0, 14, 28, 49, 70, 91 und 92 werden 
jedem Tier 2∙10
12 Phagen s.c. injiziert. Am Tag 95 werden die Mäuse getötet, das Serum 
isoliert, hitzeinaktiviert und bei -20°C gelagert. Darüber hinaus werden die B-Zellen aus der 
Milz der Mäuse isoliert. Hierzu wird die Milz mit dem Stempel einer 10 ml Spritze durch ein 
70 µm  Zellsieb  gepresst  und  in  20 ml  serumfreien  DMEM  aufgenommen.  Die  isolierten  MATERIAL UND METHODEN 
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Zellen werden anschließend mit einer Zentrifuge bei 1.400 rpm und 4°C für 10 min pelletiert 
und  in  20 ml  frischem  serumfreien  DMEM-Medium  resuspendiert.  Dieser  Vorgang  wird 
zweimal  wiederholt und die Zellen letztlich in 4 ml  Einfriermedium aufgenommen  und in  
Aliquots von je 1 ml in flüssigem Stickstoff gelagert. 
2.8.13. Expression und Aufreinigung von HIV-1 Env 
5∙10
6  Lec
--CHO  ADA.C1  Zellen  werden  in  einer  Zellkulturflasche  (T-175)  in  40 ml  
Lec
--CHO Kulturmedium ausgebracht und bis zu einer Konfluenz von 90%-95% angezüch-
tet (ca. 3 Tage). Nun werden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in 50 ml frischem 
GMEM-MSX  Medium  aufgenommen.  Die  Expression  von  ADA.C1  wird  mit  100 µl  500x  
Natriumbutyrat  induziert  und  für  fünf  bis  sechs  inkubiert.  Nach  der  Expression  wird  der 
Überstand geerntet, 20 min mit 2.000 rpm bei 4°C zentrifugiert, sterilfiltriert (0,22 µm) und 
1:1.000 mit Proteaseinhibitor versetzt bei -20°C gelagert. Ebenso erfolgte die Expression 
der Negativkontrolle mit der CHO-neg Zelllinie. Die Aufreinigung von HIV-1 Env erfolgte mit 
einer  Galanthus  nivalis  Lectinsäule.  Das  an  Agarosebeads  gebundene  Lectin  bindet  
selektiv Glykoproteine mit Mannose α(1->2) Mannose Glykosylierungen und ermöglicht so 
eine Aufreinigung von HIV-1 Env. Aus 2 ml Säulenmaterial (1 mg Lectin gecoatete Beads) 
wird in einem 10 ml Säulenrohling eine Lectinsäule gegossen. Nach dem Absetzen des 
Trägermaterials wird die Säule mit 10 Volumen PBS unter Einsatz einer Peristaltikpumpe 
gespült (0,2 ml/min). Über Nacht werden 100 ml HIV-1 Env oder CHO-neg Überstand bei 
4°C auf  die Säule aufgetragen (0,1 ml/min). Tags darauf  wird die Säule mit 30 ml PBS  
gespült und das gebundene HIV-1 Env mit 20 ml 0,5 M Methyl -D-manno-pyranoside PBS-
Lösung  in  2 ml  Fraktionen  eluiert.  Der  Nachweis  von  HIV-1  Env  erfolgt  im Westernblot 
(2.8.15  unten).  Fraktionen  mit  HIV-1  Env  werden  vereint  und  mit  50  kDa  Centricon  
Röhrchen in PBS umgepuffert, aufkonzentriert und mit Proteaseinhibitor versetzt. 
2.8.14. HIV-1 Env-ELISA 
Zur  Bestimmung  der  Expressionseffizienz  oder  der  Bindungseigenschaften  von  
scFv-Phagen oder Mäuseseren wird der ADA.C1 bzw. CHO-neg Zellkulturüberstand 1:20 in 
Carbonatpuffer verdünnt und 100 µl des Gemischs je Vertiefung auf eine Mikrotiterplatte 
gegeben (positiv und negativ Platte) und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag 
werden  die  Platten  dreimal  mit  je  300 µl  Waschlösung  pro  Vertiefung  gewaschen,  eine 
Stunde bei 37°C mit 5% MPBST-Lösung geblockt und erneut gewaschen. Hiernach wird 
das  zu  untersuchende  Substrat  in  5%  MPBST-Lösung  verdünnt  in  die  Vertiefungen  
gegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Inkubation der sekundären und eventuell 
tertiären  Antikörper  erfolgt  wie  für  den  Phagen-ELISA  beschrieben  (2.8.11  oben).  Im  
Anschluss  an  die  Inkubation  mit  dem  HRP-konjugierten  Antikörper  werden  die  Platten  MATERIAL UND METHODEN 
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dreimal mit 300 µl Waschlösung pro Vertiefung gespült und mit OPD-Lösung entwickelt. 
Nach maximal sechs Minuten Entwicklung wird diese durch Zugaben von 100 µl H2SO4 pro 
Vertiefung gestoppt und die Platten werden am ELISA-Reader ausgelesen (492-620 nm). 
2.8.15. HIV-1 Env-Westernblot 
Der Nachweis der unterschiedlichen Oligomere von HIV-1 Env erfolgt mit einem Western-
blot. 10 µl Probe werden mit 2,5 µl Probenpuffer  ohne DTT versetzt, aufgekocht und  in  
einem  Gel  (8%  Trenngel  und  4%  Sammelgel)  aufgetrennt  (130 V).  Hiernach  erfolgt  ein  
‚semi-dry‘ Transfer auf eine Nitrozellulosemembran (120 mA, 90 min). Der Westernblot wird 
für  eine  Stunde  mit  5%  MPBST-Lösung  geblockt  und  im  Anschluss  mit  dem  ersten  
Antikörper  in  5%  MPBST-Lösung  verdünnt  über  Nacht  bei  4°C  auf  einem  Schüttler  
inkubiert. Am nächsten Tag wird die Membran dreimal mit 30 ml Waschlösung gewaschen, 
mit  dem  sekundär  Antikörper  inkubiert  (1 h  bei  RT),  erneut  gewaschen  und  entwickelt 
(ECL
TM Western Blotting System). 
2.8.16. Selektion von HIV-1 spezifischen Hybridomazellen 
Die aus den immunisierten Mäusen isolierten B-Zellen werden mit den Myelomzellen CRL 
1597 zu Hybridomen fusioniert, um monoklonale HIV-1 Antikörper zu gewinnen. 
2.8.16.1. Fusion der Myeloma- und B-Zellen 
Zwei Tage vor einer geplanten Fusion wird eine frische Myelomzellenkultur gesplittet, so 
dass die Zellen sich zum Zeitpunkt der Fusion im logarithmischen Wachstum befinden, um 
die  besten  Fusionseigenschaften  zu  gewährleisten.  Am  Tag  der  Fusion  wird  1 ml  PEG 
1.500  Lösung,  330 ml  DMEM/F12  ohne  Zusätze  und  350 ml  HAT-Medium  sowie  ein  
Becherglas  mit  500 ml  Wasser  auf  37°C  vorgewärmt.  Ein  Aliquot  der  tiefgefrorenen  
B-Zellen  wird  aufgetaut  in  20 ml  DMEM/F12  (ohne  Zusätze)  aufgenommen  und  bei 
1.400 rpm für 5 Minuten bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Anschließend wird der Über-
stand verworfen und die Zellen in 20 ml frischem DMEM/F12 (ohne Zusätze) resuspendiert. 
Die vorbereiteten Myelomzellen werden ebenfalls abzentrifugiert und insgesamt dreimal in 
30 ml DMEM/F12 (ohne Zusätze) resuspendiert und gewaschen. Nach dem Waschen der 
Zellen wird die Zellzahl der B-Zellen und der Myelomzellen in einer Neubauerzählkammer 
bestimmt.  Hierzu  wird  10 µl  der  Zellsuspension  1:10  in  DMEM/F12  (ohne  Zusätze)  
verdünnt. 50 µl dieser verdünnten Zellsuspension werden mit 40 µl Erythrozyten Lysispuffer 
und 10 µl Trypanblau vermischt und in die Zählkammer gegeben. Für die Fusion werden 
6∙10
7  Myelomzellen  und  3∙10
7  B-Zellen  eingesetzt.  Die  Zellen  werden  in  einem  50 ml  
Plastikröhrchen  vermischt  und  bei  1.000 rpm  für  8 Minuten  bei  RT  pelletiert.  Während-
dessen  wird  1 ml  des  vorgewärmten  PEG1500  in  eine  1 ml  Spritze  mit  einer  20-gauge  MATERIAL UND METHODEN 
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Nadel  und  1 ml  DMEM/F12  (ohne  Zusätze)  in  einer  zweiten  1 ml  Spritze  mit  20-gauge  
Nadel aufgenommen. Der Überstand der zu fusionierenden Zellen wird vorsichtig aber voll-
ständig abgenommen, das Zellpellet durch leichtes Klopfen gelöst und das Plastikröhrchen 
mit den Zellen in das 37°C warme Becherglas mit Wasser gehalten. Nun wird – über die 
Dauer von 90 Sekunden – das vorgelegte PEG 1.500 tropfenweise auf die Zellen gegeben, 
die dabei ständig leicht geschüttelt werden, um eine Fusion der Zellmembranen zu gewähr-
leisten. Anschließend wird zuerst 1 ml DMEM/F12 (ohne Zusätze) über die Dauer von einer 
Minute  und  dann  weitere  19 ml  DMEM/F12  (ohne  Zusätze)  über  5 Minuten  hinweg  
zugetropft.  Hierbei  werden  die  Zellen  im  37°C  warmen  Wasser  belassen  und  leicht  
geschüttelt.  Im  Anschluss  wird  der  Ansatz  für  10 Minuten  in  Ruhe  bei  Raumtemperatur  
inkubiert  und  die  Zellen  im  Anschluss mit  1.000 rpm für  8 Minuten  bei  Raumtemperatur  
abzentrifugiert.  Der  Überstand  wird  vorsichtig  verworfen  und  die  Zellen  in  350 ml  
vorgewärmten  HAT-Medium  aufgenommen,  auf  fünfzehn  96-Vertiefung-Platten 
(200 µl/Vertiefung)  verteilt  und  im  Brutschrank  bei  37°C  mit  5%  CO2  inkubiert  (sog.  
Stammplatten). In den folgenden Tagen werden die Zellen regelmäßig überprüft und das 
Wachstum vorhandener Heterofusionen mikroskopisch beobachtet. 
2.8.16.2. Hybridoma-ELISA 
Die Selektion HIV-1 spezifischer Hybridomazellen erfolgt mit einem ELISA. Hierfür wird je 
eine Mikrotiterplatte mit 100 µl Substratlösung (Lec
--CHO ADA.C1 bzw. CHO-neg Kultur-
überstand 1:20 verdünnt in Carbonatpuffer) beschichtet und über Nacht bei 4°C aufbewahrt. 
Am  folgenden  Tag  werden  die  Mikrotiterplatten  für  eine  Stunde  bei  37°C  mit  200 µl  
5%  MPBST-Lösung  geblockt  und  anschließend  50 µl  5%  MPBST-Lösung  je  Vertiefung  
vorgelegt.  Nun  wird  50 µl  Hybridomaüberstand  auf  die  vorbereiteten  Mikrotiterplatten  
transferiert und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag erfolgt eine zweistündige 
Inkubation mit 100 µl -Maus-HRP-Antikörper (1:5.000 in 5% MPBST) bei RT. Zwischen 
den einzelnen Schritten werden die Platten dreimal mit 300 ml 0,05% PBST gewaschen 
und ausgeschlagen. Nach der Inkubation mit dem HRP-konjugiertem Antikörper werden die 
Platten  ein  letztes  Mal  gewaschen  und  mit  100 µl  OPD-Substratlösung  je  Vertiefung  
versetzt.  Die  Entwicklung  wird  nach  5-10  Minuten  mit  100 µl  1 N  H2SO4  pro  Vertiefung  
gestoppt und die umgesetzte Substratmenge im Spektrometer bestimmt (492-620 nm). 
2.8.16.3. Subklonierung von Hybridomazellen 
Zur Gewinnung von monoklonalen Hybridomazellen werden ELISA-reaktive Zellen einer 
Stammplatte  mehrmals  vereinzelt  und  subkloniert.  Hierzu  werden  200 µl  Medium  pro  
Vertiefung einer 96-Vertiefung-Platte vorgelegt. Bei den ersten zwei Subklonierungen wird  
HAT-Medium eingesetzt, bei weiteren Subklonierungen HAT Medium. Die reaktiven Zellen 
aus einer Vertiefung einer Stammplatte werden in 100 µl Medium resuspendiert und mit MATERIAL UND METHODEN 
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dem Medium in Vertiefung A1 der neuen Platte vermischt. Anschließend wird eine serielle 
Verdünnung von A1 bis H1 erstellt. Hierzu werden 100 µl zwischen den jeweiligen Vertie-
fungen überhoben, die letzten 100 µl werden verworfen. Nun erfolgt eine Verdünnungsreihe 
(ebenfalls  100 µl  überheben)  von  Spalte  1  bis  12,  wobei  die  letzten  100 µl  werden  zur  
Spalte  1  zugegeben  werden.  Die  Zellen  werden  anschließend  bei  37°C  und  5%  CO2  
inkubiert und regelmäßig kontrolliert. 
2.8.17. Herstellung von scFv-Phagen Bibliotheken 
Mit Hilfe der mRNA der LTNP wurden von unserem Kooperationspartner der Arbeitsgrup-
pe von Prof. Dr. Stefan Dübel an der Technischen Universität Braunschweig scFv-Phagen 
Bibliotheken erstellt, die zur Selektion HIV-1 spezifischer scFv-Phagen dienten. 
2.8.17.1. Isolierung von LTNP mRNA 
Aus  frisch  isolierten  PBMC  der  LTNP  Patienten  wird  die  mRNA  mit  dem  QuickPrep  
mRNA  Purification  Kit  von  Amersham  Bioscience  isoliert.  Die  Aufreinigung  der  PBMC  
erfolgt durch unseren Kooperationspartner Dr. Vicente Soriano am Department of Infectious 
Diseases, Hospital Carlos III in Madrid, Spanien nach der Ficoll-Hypaque Methode. Nach 
der Isolierung der PBMC werden diese in 500 µl Extraktionspuffer aufgenommen, bei -80°C 
eingefroren und auf Trockeneis verschickt. Durch die Lagerung in Extraktionspuffer wird die 
Degradation der mRNA verhindert. Nach der Aufreinigung wird die in 750 µl Elutionspuffer 
aufgenommene  mRNA  mit  50 µl  2,5 M  Kaliumacetatlösung,  10 µl  Glykogen  [5-10 mg/ml 
Glykogen]  und  1,5 ml  abs.  Ethanol  vermischt  und  30 min  bei  -20°C  präzipitiert.  Im  
Anschluss wird die gefällte RNA für 5 min mit 13.000 rpm bei 4°C pelletiert, in 50 µl DEPC-
H2O aufgenommen und bei -80°C gelagert. 
2.8.17.2. Transkription von LTNP mRNA in cDNA 
Ausgehend von der mRNA wird die cDNA der Patienten synthetisiert: 
  Menge / Ansatz  Info   
random Primer (dN6) [10 µM]  2,5 µl  50-250 ng 
Prämix  dNTP [je 2,5 mM]  5,0 µl  500 µM 
mRNA  9,0 µl  1,5 µM 
5x Superscript-Puffer  5,0 µl   
Reaktionsmix 
DTT [0,1 M]  2,5 µl   
RNase Inhibitor  0,5 µl   
Superscript II [200 U/µl]  1,0 µl  200 U 
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Zu Beginn der cDNA-Synthese wird der Prämix angesetzt und die mRNA für 5 min bei 
70°C denaturiert. Nach Zugabe des Reaktionsmix wird der Ansatz wie folgt inkubiert: 
25°C  10 min 
42°C  50 min 
70°C  15 min 
4°C  ∞ 
Die  fertige  cDNA  wird  bei  -20°C  gelagert  und  zur  Klonierung  der  scFv-Phagen-
Bibliotheken  eingesetzt.  Die  fertigen  Bibliotheken  werden  mit  Helferphagen  verpackt,  
aufgereinigt und können direkt für das Biopanning eingesetzt werden. 
2.8.18. Biopanning mit scFv-Phagen 
Zur Identifizierung HIV-1 Env spezifischer scFv-Phagen aus den synthetisierten Phagen-
Bibliotheken  werden  diese  auf  unterschiedlichen  HIV-1  Env  Konstrukten  selektiert.  Das 
Biopanning erfolgt über drei Runden abwechselnd mit HIV-1 Env bzw. einer negativ Kont-
rolle, wodurch einen Anreicherung HIV-1 Env spezifischer scFv-Phagen erreicht wird. 
2.8.18.1. Koppeln der tosylaktivierten Beads 
Vor  Beginn  des  Biopannings  muss  das  HIV-1  Env  auf  den  tosylaktivierten  Beads  
immobilisiert werden. Hierzu werden 210 µl tosylaktivierte Beads (ca. 4∙10
8 Beads) in ein 
2 ml  Eppendorf-Gefäß  überführt  und  mit  1 ml  Puffer  B  (siehe  Herstellerangabe)  fünf  
Minuten bei RT gewaschen. Danach werden die Magnetkügelchen im Magneten separiert, 
mit 5 µg HIV-1 Env pro 5∙10
7 Beads versetzt und mit Puffer B auf 500 µl aufgefüllt. Der  
Ansatz wird über Nacht bei RT (auch 4°C oder 37°C) im Rotator inkubiert. Hierbei ist darauf 
zu achten, dass sich die Beads nicht absetzen. Als Negativkontrolle wird die gleiche Anzahl 
Beads mit einem Kontrollprotein oder alleine inkubiert. Am folgenden Tag werden die Mag-
netkügelchen zweimal mit 1 ml eiskaltem Puffer C gewaschen, in 1 ml Puffer D aufgenom-
men und mit diesem über Nacht bei RT (auch 4°C oder 37°C) im Rotator inkubiert, um freie 
Bindungsstellen zu inaktivieren. Danach werden die Beads dreimal mit PBS gewaschen 
und in 0,02% Natriumazid/PBS bei 4°C gelagert. 
2.8.18.2. FACS-Analyse 
Mit Hilfe der FACS-Analyse wird das Koppeln der unterschiedlichen HIV-1 Env Varianten 
auf den paramagnetischen Kügelchen quantifiziert. 1-2∙10
6 Kügelchen werden nach dem 
Koppeln in 500 µl PBSG aufgenommen, mit 1 µl des primären Antikörpers versetzt und für 
eine  Stunde  im  Rotator  bei  RT  inkubiert.  Hiernach  werden  die  Kügelchen  magnetisch  
separiert, vom Überstand getrennt, dreimal in 500 µl PBSGT gewaschen, erneut in 500 µl 
PBSG mit 1 µl sekundär Antikörper aufgenommen und lichtgeschützt für eine Stunde im MATERIAL UND METHODEN 
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Rotator bei 4°C inkubiert. Abschließend werden die Beads dreimal wie beschrieben gewa-
schen,  in  100 µl  PBS  aufgenommen,  in  ein  FACS  Röhrchen  überführt  und  am  FACS-
Calibur gemessen. Die Auswertung erfolgt mit der geräteeigenen Software CellQuest Pro. 
2.8.18.3. Durchführung der scFv-Phagen Biopannings auf Magnetkügelchen 
Für  das  Biopanning  werden  je  
scFv-Phagen  Bibliothek  5∙10
7  Beads  
eingesetzt. Die Magnetkügelchen werden 
zu  Beginn  fünfmal  mit  1 ml  PBSGT  
gewaschen und in 1 ml PBSG für 2 h bei 
37°C  im  Rotator  inkubiert,  um  freie  
Bereiche der Oberfläche mit Gelatine zu  
blockieren.  Danach  werden  10
10  scFv-
Phagen je Bibliothek ( und -Bibliothek) 
zu den Negativbeads zugegeben und mit 
diesen  für  2 h  bei  Raumtemperatur  im  
Rotator  präinkubiert,  um  unspezifischen 
scFv-Phagen die Gelegenheit zur Bindung 
zu  geben.  Nach  der  Inkubation  werden 
die  Negativbeads  mit  dem  Magneten  
separiert,  der  Überstand  auf  die  
geblockten HIV-1 Env Beads übertragen 
und  über  Nacht  bei  4°C  im  Rotator  
inkubiert.  Am  folgenden  Tag  werden  je 
Panningansatz  25 ml  2YTTet  Medium 
1:100  mit  einer  Übernachtkultur  des  
Phagenwirts  (XL1-blue  MRF’  oder 
ER2738)  inokuliert  und  bei  200 rpm  und 
37°C  bis  zu  OD600  von  0.35  inkubiert. 
Währenddessen  werden  die  HIV-1  Env 
beschichteten  Magnetkügelchen  im  
Magneten separiert und der Überstand mit 
den ungebundenen Phagen verworfen (Abbildung 18). Danach werden die Beads fünfmal 
mit 1 ml PBSGT gewaschen und in 200 µl Trypsinlösung aufgenommen. Durch das Trypsin 
kommt es zu einer Abspaltung des Phagenteils an der Schnittstelle zwischen scFv und pIII 
und somit zur Elution der gebundenen Phagen. Diese wird für 30 min bei 37°C im Rotator 
inkubiert  und  im  Anschluss  werden  die  Beads  im  Magneten  von  den  eluierten  Phagen  
Abbildung  18:  Prinzip  des  scFv-Phagen  Bio-
pannings auf Magnetkügelchen 
Die scFv-Phagen werden abwechselnd auf unspe-
zifischen (Neg. Selektion) und spezifischen Beads 
(Pos.  Selektion)  inkubiert,  um  HIV-1  spezifische 
scFv-Phagen  anzureichern.  Hiernach  erfolgt  die 
Amplifikation  der  isolierten  Phagen.  Nach  insge-
samt drei Runden werden die Phagen untersucht 
und HIV-1 spezifische scFv-Klone identifiziert. MATERIAL UND METHODEN 
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getrennt. Diese enthalten die genetische Information der scFv-Fragmente, die an die HIV-1 
Env gekoppelten Beads gebunden haben. Mit 190 µl der eluierten Phagen werden 20 ml 
Phagenwirtskultur infiziert, durchmischt und für 30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 
Mit den verbleibenden 10 µl wird eine Verdünnungsreihe angelegt und 50 µl Aliquots des 
Phagenwirts  infiziert,  um  den  Titer  der  eluierten  Phagen  zu  bestimmen.  Nach  30 min  
werden die infizierten Phagenwirtskulturen der Titerbestimmung auf kleinen Petrischalen 
mit 2YTGlucose/Amp. Agar ausgestrichen, die 20 ml Phagenwirtskultur für 5 min bei 2.000 rpm 
abzentrifugiert,  das  Pellet  in  ca. 200  µl Medium  aufgenommen  und  auf  einer  großen  
Petrischale mit 2YTGlucose/Amp. Agar ausgebracht und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
2.8.18.4. Durchführung der scFv-Phagen Biopannings auf Mikrotiterplatten 
Das Biopanning von scFv-Phagen auf Mikrotiterplatten entspricht im Prinzip dem zuvor 
beschriebenen Biopanning auf Magnetkügelchen (2.8.18.3 oben). 
Für jedes Biopanning wird eine Vertiefung mit 3 µg HIV-1 Env in 200 µl PBS versetzt  
und  über  Nacht  bei  4°C  inkubiert.  Für  die  Negativselektion  wird  die  gleiche  Anzahl  
an  Vertiefungen  mit  einem  Kontrollprotein  inkubiert.  Am  folgenden  Tag  werden  die  
Vertiefungen dreimal gewaschen und mit 300 µl Blockinglösung (5% MPBST, PBSGT o.ä.) 
versetzt und für 1 h bei RT inkubiert, um freie Oberflächenbereiche zu blockieren. Danach 
werden die Negativvertiefungen erneut gewaschen und mit 10
10 scFv-Phagen je Bibliothek 
(- und -Bibliothek) in insgesamt 200 µl Blockinglösung versetzt und 1 h bei RT inkubiert, 
um  unspezifischen  scFv-Phagen  die  Gelegenheit  zur  Bindung  zu  geben.  Im  Anschluss  
werden die Positivvertiefungen gewaschen und der Überstand der Negativvertiefungen auf 
diese übergehoben und erneut für 1 h bei RT inkubiert. Nach dieser Stunde werden die  
Positivvertiefungen mit PBST gewaschen (10ml pro Vertiefung in der ersten Biopanning-
runde, 20ml in der Zweiten bzw. 30ml in der Dritten) und anschließend mit 200 µl Trypsin-
lösung  versetzt.  Das  weitere  Vorgehen  stimmt  mit  der  Durchführung  der  scFv-Phagen  
Biopannings auf Magnetkügelchen überein (2.8.18.3 oben). 
2.8.18.5. Verpackung isolierter scFv-Phagen mit M13KO7 Helferphage 
Nach dem Biopanning werden die mit scFv-Phagen infizierten Klone mit 5 ml 2YT von den 
großen Petrischalen abgeschwemmt, pelletiert, mit je 1 ml 50%ige Glycerinlösung und 2YT 
Medium  vermischt  und  bei  -80°C  eingefroren.  Mit  50-100 µl  des  Glycerinstocks  werden 
50 ml 2YTGlucose/Amp. Medium angeimpft und bei 200 rpm und 37°C bis zu einer OD600 0,35 
inkubiert.  Hier  werden  5 ml  der  Bakterien (entspricht ca.  2∙10
9) mit  4∙10
10  Helferphagen 
(MOI 20) infiziert und für 30 min in Ruhe bei 37°C und anschließend weitere 30 min bei 
200 rpm bei 37°C im Schüttler inkubiert. Im Anschluss werden die Bakterien pelletiert und 
über Nacht bei 30°C und 200 rpm in 30 ml frischem 2YTKan/Amp. Medium inkubiert. Durch die MATERIAL UND METHODEN 
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Doppelselektion wachsen nur doppelinfizierte Bakterien, die ihre Resistenzen vom Helfer-
phagen bzw. scFv-Phagen erlangen. Hierdurch und durch eine Deletion im Verpackungs-
signal  im  Helferphagengenom  kommt  es  zur  Verpackung  von  scFv-Phagen  mit  
scFv-Phagemid. Am nächsten Tag werden die Bakterien für 10 min bei 4°C und 4.000 rpm 
pelletiert.  Hierbei  verbleiben  die  Phagen  im  Überstand,  der  in  frischen  50 ml  Falcon-
Röhrchen mit 10 ml PEG 6.000/NaCl-Lösung (25% Endkonzentration) versetzt und für eine 
Stunde auf Eis inkubiert wird. Im Anschluss werden die ausgefällten Phagen für 30 min bei 
4°C mit 6.000 rpm pelletiert und in 1,5 ml PBS aufgenommen. Nun schließt sich eine zweite 
Fällungsrunde mit entsprechend angepasstem Volumen an, an deren Ende die Phagen in 
250 µl PBS aufgenommen und bei 4°C gelagert werden. Zur Bestimmung des Phagentiters 
werden 50 µl Phagenwirtskultur mit 10 µl Phagenverdünnung (10
-6 bis 10
-10) infiziert und auf 
2YTGlucose/Amp.-Agarplatten inkubiert. 
2.8.18.6. Expression von scFv 
Zur  Expression  monoklonaler  scFv,  wird  eine  96-Vertiefung-Platte  mit  180 µl 
2YTGlucose/Amp.-Medium je Vertiefung versetzt. Je Vertiefung werden 20 µl Übernachtkultur 
der zu untersuchenden Klone zugegeben. Die Platte wird für zwei Stunden bei 37°C und 
250 rpm inkubiert. Hiernach wird die Platte für zehn Minuten mit 4.000 rpm zentrifugiert, das  
überstehende  Medium  abgenommen  und  durch  200 µl  2YTIPTG-Medium  ersetzt,  um  die  
Expression  zu  induzieren.  Diese  erfolgt  für  mindestens  vier  Stunden  bei  30°C  und  
200 rpm im Inkubator. Hiernach wird die Platte erneut zentrifugiert und der Überstand zur  
Identifizierung HIV-1 spezifischer scFv-Klone im ELISA eingesetzt. 
2.8.18.7. scFv-Phagen-ELISA 
Nach der dritten Runde des Biopannings werden min. 92 Phagenklone von  den Titer- 
oder  der  Panningplatte  gepickt  und  in  einer  96-Vertiefung-Platte  in  200 µl  2YTGlucose/Amp.  
Medium  über  Nacht  bei  37°C  amplifiziert  (je  zwei  positiv  und  negativ  Kontrollen).  
Ausgehend von der Stammplatte wird eine 96-Vertiefung-Platte mit frischem 2YTGlucose/Amp. 
Medium  1:10  inokuliert  und  die  Stammplatte  mit  Glycerin  versetzt  und  bei  
-80°C tiefgefroren. Die frisch infizierte 96-Vertiefung-Platte wird 2-3 h bei 37°C und 300 rpm 
inkubiert.  Danach  erfolgt  ein  Mediumwechsel  auf  2YTAmp.  Medium  mit  50 µM  IPTG  zur  
Induktion der Expression des scFv-Fragments. Die Platte wird über Nacht (min. 4 h) bei 
30°C und 300 rpm inkubiert. Für den ELISA-Test wird je eine  Mikrotiterplatte mit 100 µl 
Substratlösung (positives oder negatives Substrat verdünnt in Carbonatpuffer) beschichtet 
und über Nacht bei 4°C gelagert. Am folgenden Tag werden die Mikrotiterplatten für eine 
Stunde  mit  200 µl  5%  MPBST  bei  37°C  geblockt  und  anschließend  50 µl  
5% MPBST-Lösung je Vertiefung vorgelegt. Nun werden die Bakterien für 10 min bei 4°C 
mit  4.000 rpm  pelletiert  und  50 µl  scFv-Kulturüberstand  auf  die  vorbereiteten  MATERIAL UND METHODEN 
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Mikrotiterplatten transferiert und über Nacht bei 4°C inkubiert. Nun folgt eine Inkubation mit 
100 µl  Maus  -myc-Antikörper  (1:5.000  in  5%  MPBST)  bei  4°C  über  Nacht  und  eine  
zweistündige Inkubation mit 100 µl -Maus-HRP-Antikörper (1:5.000 in 5% MPBST) bei RT. 
Zwischen  den  einzelnen  Schritten  werden  die  Platten  dreimal  mit  300 ml  0,05%  PBST  
gewaschen und ausgeschlagen. Nach der Inkubation mit dem HRP-konjugierten Antikörper 
werden  die  Platten  ein  letztes  Mal  gewaschen  und  mit  100 µl  OPD-Substratlösung  je  
Vertiefung versetzt. Die Entwicklung wird nach 5 min mit 100 µl 1 N H2SO4 pro Vertiefung  
gestoppt  und  die  umgesetzte  Substratmenge  im  Spektrometer  bei  492  und  620 nm  
bestimmt. 
2.8.18.8. Genetische Analyse der HIV-1 spezifischen scFv-Klone 
Die genetische Analyse der selektierten HIV-1 spezifischen scFv-Klone erfolgt mit dem 
Programm VBASE2 (http://www.vbase2.org)
276. Hierzu  wird die DNA Konsensussequenz 
der Klone in zwei Schritten analysiert. Zunächst erfolgt die Analyse der Schweren Variablen 
Kette (VH), danach die Auswertung der Leichten Variablen Kette (VL). VBASE2 analysiert, 
welche V-, D- und J-Gene die größte Homologie zur eingegebenen Sequenz aufweisen, 
wobei  das  Programm  auf  die  umfassenden  Daten  der  EMBL-Datenbank  zurückgreift 
(http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html). Die Ergebnisse der Analyse werden in einer über-
sichtlichen Form dargestellt und können direkt in eine Tabelle kopiert werden, um die Ana-




3.1. Genetische Untersuchungen 
3.1.1. Klinische Daten der untersuchten Patienten 
In Tabelle 3 sind die klinischen Daten (virale RNA und CD4
+-Zellzahl) der in dieser Arbeit 
verwendeten Patienten angegeben. 
Tabelle 3: Klinische Daten der untersuchten Patienten 













MH01  1990  522  2.388  B 
MH02  1990  962  9.920  B 
MH03  <1986  616  <50  B 
MH04  <1987  558  2.288  B 
MH05  <1985  540  66  B 
MH06  <1986  1.320  4.936  B 
MH07  <1986  1.023  52  B 

























S6  <1988  419  <500  B 
S19  1993  470  900  B 
P10  1995  91  688.000  B 
A6N3  2001  863  59  B 
H0E6  2002  855  4.460  B 
P5T5  2001  1.008  769  B 
S3R8  2003  844  2.500  B 
p-Wert*    0,5705  0,3717   
*) p-Werte einer heteroskedastischen, zweiseitigen T-Testanalyse. 
Die erste Patientengruppe umfasst die LTNP MH01-MH08. Hierbei weisen die Patienten 
MH01 bis MH07 die für LTNP typischen Werte für CD4
+-Zellzahl (>500 Zellen/µl) und virale 
RNA (<10.000 Kopien/ml) auf. Die in der Tabelle angegebenen Werte beziehen sich auf  
einen  Zeitpunkt  11  bis  16  Jahre  nach  der  Infektion,  spiegeln  jedoch  im  Grunde  die  
CD4
+-Zellzahl und Viruslast über den gesamten Infektionsverlauf wieder (6.1 unten). Die 
Infektion dieser Patienten erfolgte vor 17-22 Jahren, führte jedoch bis heute – ohne jegliche 
Therapie – nicht zum Zusammenbruch des Immunsystems und dem Auftreten von AIDS-
Symptomen.  Jeder  dieser  Patienten  ist  mit  einer  Subtyp B  Variante  von  HIV-1  infiziert. 
LTNP  MH08  erfüllt  streng  betrachtet  die  Grenzwerte  der  klinischen  Marker  nicht.  Mit ERGEBNISSE 
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437 Zellen/µl ist die CD4
+-Zellzahl etwas verringert und es liegt für LTNPs eine erhöhte  
Viruslast im Blut vor (19.000 Kopien/ml). Die Infektion mit einem Subtyp C Virus führte über 
17 Jahre hinweg nicht zur Progression, im Jahr 2005  wurde jedoch mit einer antiviralen  
Behandlung  begonnen.  Aufgrund  seines  Subtyps  wurde  dieser  Patient  dennoch  in  die  
Studie aufgenommen. 
Die  zweite  Patientengruppe  umfasst  sieben  HIV-1  infizierte  Kontrollpatienten,  die  auf-
grund  vergleichbarer  klinischer  Marker  ausgewählt  wurden  (p-WertCD4+-Zellen  =  0,5705;  
p-WertvRNA = 0,3717) (Tabelle 3). Die Patienten S6, S19 und P10 sind sogenannte schnell-
progredierende  HIV-1  Infizierte.  Patient  S6  und  S19  befanden  sich  zum  Zeitpunkt  der  
Probenentnahme unter HAART-Therapie. Die Probe von Patient P10 wurde vor Beginn der 
HAART-Therapie  entnommen  und  weist  aus  diesem  Grund  signifikant  abweichende  
klinische Marker auf, die das Zusammenbrechen des Immunsystems zu diesem Zeitpunkt 
wiedergeben. Nach Therapiebeginn passen sich die klinischen Marker jedoch den von uns 
vorgegebenen  Sollwerten  an  (6.1  unten).  Die  Patienten  A6N3,  P5T5,  H0E6  und  S3R8  
befinden  sich  in  der  normalen  Latenzphase  ihrer  Infektion  und  wurden  bis  zur  Proben-
entnahme  nicht  therapiert.  Alle  Patienten  dieser  Gruppe  sind  mit  einer  HIV-1  Subtyp  B  
Variante infiziert. Bei diesen Patienten kann keine Aussage über den weiteren Infektions-
verlauf gemacht werden. Da LTNP jedoch nach neuesten Schätzungen nur rund 5% der 
HIV-1 Infizierten ausmachen, sind alle vier Patienten mit einer statistischen Wahrscheinlich-
keit von 81,5 nicht den LTNP zuzurechnen.  
3.1.2. Klonierung HIV-1 Env-RRV 
Aufgrund  der geringen viralen  Last  im  Blut  von  LTNP  ist  es  schwierig,  deren  primäre  
Viren  in  vitro  zu  kultivieren.  Um  dieses  Problem  zu  umgehen,  wurden  HIV-1  Env-
rekombinante Reporterviren hergestellt, weil die Hüllproteine das primäre Ziel der hier im 
Mittelpunkt  stehenden, neutralisierenden Antikörper sind und auch die ersten Infektions-
schritte  weitgehend  durch  die  Hüllproteine  determiniert  werden.  Hierzu  wurde  die  virale 
RNA aus dem Plasma der Patienten isoliert, in cDNA umgeschrieben und env mit einer 
Nested-PCR amplifiziert. Die Amplifikate wurden mit einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt, 
die gewünschte Bande (ca. 2,5 kbp) isoliert und aufgereinigt. Die env Amplifikate wurden 
restringiert, mit dem Vektor pTN7-env ligiert und HIV-1 Env-rekombinante Reporterviren 
generiert (Abbildung 14 und Abbildung 15). Die Herstellung replikationskompetenter HIV-1 
Env-rekombinanter Reporterviren gelang von je vier LTNP (MH01, MH03, MH06 und MH08) 
und HIV-1 Kontrollpatienten (H0E6, P5T5, S3R8 und S19) (Tabelle 4). Zusätzlich wurden 
von  den  Labor-adaptierten  Stämmen  D117.III,  89.6  und  YU-2  HIV-1  Env-rekombinante  
Reporterviren erstellt (Tabelle 5). ERGEBNISSE 
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3.1.3. Sequenzanalyse von HIV-1 Env, Nef, Rev, Tat, Vpr 
Soweit es die geringe virale Last zuließ, wurden die Sequenzen der Proteine Env, Nef, 
Rev, Tat und Vpr auf Mutationen, die zu einem verlangsamten Infektionsverlauf beitragen 
könnten, analysiert (Tabelle 4). Die Sequenzen wurden von der viralen RNA abgeleitet und 
in  Alignments  mit  HxB2R  Nummerierung  umgesetzt.  Wurden  auch  die  entsprechenden  
Proteine  der  HIV-1  Kontrollpatienten  analysiert,  sind  diese  in  den  jeweiligen  Alignments  
gezeigt (Tabelle 4, Abbildung 21, Abbildung 22, Abbildung 23, Abbildung 24, 6.2 unten). 







Leserahmen sequenziert  HIV-1 






MH01  B*44, *51  wildtyp  par.  ja  ja  ja  ja  ja 
MH02  B*50, *52  wildtyp  ja  ja  ja  ja  ja  n.d. 
MH03  B*15, *5701  wildtyp  par.  n.d.  ja  ja  ja  ja 
MH04  B*14, *38  wildtyp  ja  ja  ja  ja  ja  n.d. 
MH05  B*15, *50  wildtyp  ja  ja
#  n.d.  ja  n.d.  n.d. 
MH06  B*27, *51  wildtyp  ja  ja  ja  ja  ja  ja 
MH07  B*14, *39  wildtyp  ja  ja
#  n.d.  ja  n.d.  n.d. 
























  S6  n.d.  n.d.  n.d.  ja  n.d.  ja  n.d.  n.d. 
S19  n.d.  n.d.  n.d.  ja  ja  ja  ja  ja 
P10  n.d.  n.d.  n.d.  ja  ja  ja  ja  n.d. 
A6N3  n.d.  n.d.  n.d.  ja  n.d.  ja  n.d.  n.d. 
H0E6  n.d.  n.d.  n.d.  ja  n.d.  n.d.  ja  ja 
P5T5  n.d.  n.d.  n.d.  ja  ja  ja  ja  ja 
S3R8  n.d.  n.d.  n.d.  ja  ja  ja  ja  ja 
n.d.: nicht getestet; par.: nur partiell sequenziert 
3.1.3.1. Env Sequenzanalyse 
Trotz teilweise nicht nachweisbarer viraler Last, gelang es von sechs LTNP (MH01-MH04, 
MH06 und MH08) und fünf HIV-1 Kontrollpatienten (S19, P10, P5T5, H0E6 und S3R8) die 
Sequenz von Env zu bestimmen. Im Anhang sind diese zusammen mit den Sequenzen von 
HIV-1 HXB2R, 89.6, D177.III, JR-CSF und YU-2 in einem Alignment dargestellt (6.2 unten). 
Alle Patienten weisen einen funktionellen Leserahmen auf. Funktionell wichtige Elemente 
sind in den Sequenzen beider Patientengruppen hochgradig konserviert. So sind die für die 
Ausbildung der Variablen Schleifen notwendigen Cysteine in allen Sequenzen konserviert 
(Tabelle  5).  Die  primäre  gp120/41-Schnittstelle  (
508REKR




504) außer bei Patient MH008 ((K/R)500D) voll-
ständig konserviert. Eine Expression funktioneller Hüllproteine scheint somit möglich. An 
der CD4- bzw. Corezeptorbindung beteiligte Aminosäuren sind weitgehend konserviert bzw. 
finden sich in beiden Gruppen identische oder vergleichbare Mutationen (6.2 unten). 



































































































MH01  24  49  34  31  13  32  ja 
MH02  39  40  33  40  14  30  ja 
MH03  26  40  35  33  11  27  ja 
MH04  44  45  35  37  11  32  ja 
MH06  42  46  35  32  11  31  ja 


























S19  30  42  35  32  15  29  ja 
P10  31  43  35  30  14  29  ja 
H0E6  31  42  35  31  13  31  ja 
P5T5  26  40  35  32  11  31  ja 
















  HXB2R  27  40  36  34  11  31  ja 
89.6  29  41  35  30  12  30  ja 
D117III  26  42  35  34  12  28  ja 
JR-CSF  25  41  35  30  11  28  ja 
YU-2  26  40  35  26  11  29  ja 
 
Der Hauptanteil der Variationen liegt innerhalb der Variablen Schleifen (V1-V5). Hier sind 
zahlreiche  Insertionen  und  Mutationen  zu  finden,  die  zu  Längenpolymorphismen  führen 
(Tabelle 5). Im Bereich V1/V2 ist dies am deutlichsten ausgeprägt. Bei den LTNP variiert 
die Länge dieses Bereichs zwischen 65 und 89 Aminosäuren (Mittelwert 78,0), bei den  
HIV-1 Kontrollpatienten von 65 bis 75 Aminosäuren (Mittelwert 71,2). Für die untersuchten 
Labor-adaptierten Stämme ergeben sich Werte zwischen 65 und 69 Aminosäuren (Mittel-
wert 66,4) (Abbildung 19). Bei diesen Werten ist zu beachten, dass die beiden Variablen 
Schleifen  ein  gemeinsames  Cystein  besitzen,  das  in  Tabelle  5  für  beide  Schleifen  ERGEBNISSE 
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mitgezählt wurde. Die Unterschiede 
zwischen beiden primären Gruppen 
erreicht  kein  signifikantes  Niveau  
(p-WertLTNP/HIV-1 Kontrollpatienten = 0,206), 
während die Werte der HIV-1 Kont-
rollpatienten  und  der  Labor-
adaptierten  Stämme  signifikant 
unterschiedlich sind (p-WertHIV-1  Kont-
rollpatienten/Labor-adaptierte Stämme  =  0,044). 
Der  Unterschied  zwischen  den 
Gruppen der LTNP und der Labor-
adaptierten Stämme verfehlt die sta-
tistische  Signifikanz  nur  knapp  (p-
WertLTNP/Labor-adaptierte Isolate = 0,057). 
Allerdings besitzen die Werte der LTNP Gruppe eine hohe Streuung, was hinsichtlich der 
geringen Datenmenge zu einem Verlust der Signifikanz führen kann. In den Bereichen V3, 
V4, V5 führen die Mutationen in der Regel lediglich zu geringen Längenvariation. Zwei Aus-
nahmen bilden die Sequenzen MH02 bzw. MH04, deren V4 eine Länge von 40 bzw. 37 AS 
besitzen,  die  Zahl  der  Aminosäuren  bei  den  Labor-adaptierten  Stämmen  hingegen  
zwischen 26 und 34 liegt. Während alle LTNP außer MH03 eine (MH01 und MH08), zwei 
(MH02 und MH06) oder drei (MH04) verlängerte Variable Schleifen aufweisen, besitzt bei 
den HIV-1 Kontrollpatienten lediglich S3R8 eine verlängerte Variable Schleife 1 (Tabelle 5). 
Die  Zahl  der  potentiellen  
N-Glykosylierungsstellen  variiert  
innerhalb  der  LTNP  von  27  bis  32 
(Mittelwert  30,4)  für  die  Subtyp B 
Patienten  MH01  bis  MH07 
(Abbildung  20,  Tabelle  5).  Patient 
MH08  besitzt  37  potenzielle  
N-Glykosylierungsstellen.  Hierbei 
handelt es sich jedoch um eine Sub-
typ C Sequenz. In der Gruppe der 
HIV-1  Kontrollpatienten  erstreckt 
sich  die  Variation  von  29  bis  31  
(Mittelwert 29,8) und für die Labor-
adaptieren  Stämme  von  28  bis  31 
N-Glykosylierungsstellen (Mittelwert 29,2). Keine der Gruppen unterscheidet sich signifikant 
Abbildung 19: Aminosäureanzahl in V1/V2 von Env 
LTNP  (◊),  HIV-1  Kontrollpatienten  (∆),  Labor-adaptierte 
Isolate (○). Der Wert für MH08 (♦) ist nur der Vollständig-
keit  wegen  mit  angegeben  und  wurde  nicht  in  der  
Analyse  berücksichtigt.  Die  Mittelwerte  (▬),  sowie  die  
p-Werte der Signifikanzanalysen sind gegeben. 
Abbildung  20:  Anzahl  der  poteniellen  N-
Glykosylierungstellen in Env 
LTNP  (◊),  HIV-1  Kontrollpatienten  (∆),  Labor-adaptierte 
Isolate (○), Mittelwerte (▬). Der Wert für MH08 (♦) ist nur 
zur Vollständigkeit angegeben, wurde jedoch nicht in die 
Analyse einbezogen. ERGEBNISSE 
66 
von den anderen (p-WertLTNP/HIV-1 Kontrollpatienten = 0,588; p-WertLTNP/Labor-adaptierte Stämme = 0,311; 
p-WertHIV-1  Kontrollpatienten/Labor-adaptierte  Stämme  =  0,454).  Auch  bei  den  N-Glykosylierungsstellen 
liegt die Mehrheit der Mutationen in den Variablen Schleifen (6.2 unten). 
Im Bereich von gp41 sind die Sequenzen hochgradig konserviert. Die Länge in diesem 
Teil der Sequenz variiert nur bei den Patienten S3R8 (Insertion T514) und MH08 (Insertion 
787; SSLKGLQ). Konservierte Cysteine und potentielle N-Glykosylierungen sind in beiden 
Gruppen im gleichen Maße vorhanden. 
3.1.3.2. Nef Sequenzanalyse 
Abbildung  21  zeigt  die  Nef  Proteinsequenzen  der  LTNP.  Vier  von  acht  Leserahmen  
konnten vollständig ermittelt werden (MH02,  MH04, MH05 und  MH07). Bei den übrigen  
Sequenzen fehlen aufgrund der PCR Primer wenige AS im C-terminalen Bereich (1-12 AS, 
MH01, MH03, MH06 und MH08). Dies sollte jedoch keinen Einfluss auf eine Aussage zur 
Abbildung 21: Alignment der Nef Sequenzen der LTNP mit HXB2R 
Identische Aminosäuren (.), freie Positionen (-), Stopcodons (*). Nicht aufgelöste Aminosäuren sind 
durch  ein  X  gekennzeichnet.  Funktionelle  Elemente  sind  über  dem  Alignment  aufgezeigt,  mit  
VESPA identifizierte Sequenzmuster gelb unterlegt. ERGEBNISSE 
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Funktionalität  besitzen,  da  alle  funktionell  wichtige  Elemente  in  Sequenzregionen  vor  
diesem  Bereich  liegen.  Unterstrichen  wird  dies  durch  Nef  von  HXB2R,  welches,  voll  
funktionsfähig,  ein  vorzeitiges  Stopcodon  besitzt.  Alle  Patientensequenzen  weisen  
N-terminal die für die Membranassoziierung und Funktion essentielle Myristoylierungsse-
quenz  (
1MGxxxS
6)  auf.  Die  für  die  Signaltransduktion  verantwortlichen  Domänen  [Poly-
Prolin-Helix  (
69PxxPxxPxxP
78),  PAK  Bindungsstelle  (
105(R/K)R
106),  CD4  Bindungsstelle 
(
58WL
59)]  sind  vollständig konserviert,  wie  auch  die  Phosphorylierungsstelle  (
77RPMTY
81) 
und  die  für  die  Dimerisierung  notwendige  Aminosäure  D123.  Das  Arginincluster 
(
17RERMRR
22) von MH01, MH06 und MH07 besitzt eine R22Q Substitution und eine Inser-
tion (
23AEPA
26) bei MH04. Das Saure Cluster (
62EEEE
65) weist bei MH01 (E62Q) und bei 
MH03, MH05 und MH08 (E65K) eine Mutation auf, während in der -COP Site (
153EE
154) 
von  MH02  und  MH04  die  Mutation  E154K  auftritt.  Die  an  der  CD4-Rezeptorregulation  
beteiligte V1H (
173DD
174) von MH01, MH06 und MH07 tragen die Mutation (D173E). 




Aminosäure (Häufigkeit in %) 
Bemerkung* 
LTNP  Subtyp B Ref.set 
10 (V)  V (28,6); G (28,6)  V (25,0); G (50,0) 
 
11 (V)  D (42,9); V (28,6)  D (0,0); V (33,3) 
 
12 (G)  R (42,9); G (42,9)  R (0,0); G (100,0) 
 
15 (T)  A (71,4); T (28,6)  A (50,0); T (50,0)  T15 NP; A15 Prog.
164 
51 (N)  N (57,1); T(42,9)  N (33,3); T(66,7)  N51 NP; T51 Prog.
164 
105 (K)  K (57,1); Q (0,0)  K (25,0); Q (50,0) 
 
133 (I)  I (85,7); V (0,0)  I (25,0); V (50,0) 
 
151 (E)  E (100,0); D (0,0)  E (25,0); D (75,0) 
 
158 (E)  K (42,9); E (42,9)  K (25,0); E (75,0) 
 
163 (S)  S (71,4); C (14,3)  S (25,0); C (75,0) 
 
170 (L)  L (100,0); Q (0,0)  L (25,0); Q (75,0)  L170 NP; Q170 Prog.
164 
178 (R)  K (71,4); R (28,6)  K (50,0); R (50,0)  K: ehem. Konsensus Subtyp B 
184 (K)  K (57,1); R (42,9)  K (50,0); R (50,0) 
 
191 (F)  F (71,4); L (14,3)  F (50,0); L (50,0) 
 
194 (M)  M (57,1); V (28,6)  M (50,0); V (50,0) 
 
*) NP: Non-Progressor; Prog.: Progressor;   
#) Der Konsensus wurde der HIV-Datenbank von Los Alamos ent-
nommen, Stand August 2004 (http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CONSENSUS/Consensus.html) 
Gegenüber  einem  Referenzset  von  Subtyp  B  Nef  Sequenzen  (HIV-1  Los  Alamos  
Database;  Sequenzset  2005)  wurden  mehrere Sequenzmuster  in  den LTNP-Sequenzen 
identifiziert (Tabelle 6). Die Aminosäuren V10, A15, N52, K105, I132, E150, E157, S162, 
L170,  K183,  F190  und  M193  entsprechen  der  Konsensussequenz  von  Subtyp  B.  Die  
Mutationen  T15A  und  R178K  stimmen  mit  der  ehemaligen  Konsensussequenz  von  ERGEBNISSE 
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HIV-1 Subtyp B überein. Die Polymorphismen V11D und G12R sind im Referenzset nicht 
vorhanden. R105 weist den, der Konsensussequenz von HIV-1 Subtyp B entsprechenden, 
Polymorphismus (K105R) auf. Dieser führt weder zu einem Funktionsverlust, noch zu einer 
Veränderung im Krankheitserlauf. Der zuvor mit einer verlangsamten Progression assoziier-
te  Polymorphismus  (C138)  ist  in  keiner  der  von  uns  untersuchten  LNTP-Sequenz  
vorhanden
331. 
3.1.3.3. Rev Sequenzanalyse 
Sechs  der  acht  LTNP  Rev  Sequenzen  konnten  vollständig  bestimmt  werden,  bei  den  
Patienten MH05 und MH07 fehlt ein C-terminaler Bereich von rund 40 Aminosäuren, da es 
nicht gelang env zu amplifizieren und sequenzieren. Von den HIV-1 Kontrollpatienten H0E6, 
S6 und A6N3 gelang nur die Sequenzierung des ersten bzw. zweiten Exons (Abbildung 22). 
Die  vollständig  vorhandenen  Sequenzen  besitzen  alle  einen  funktionellen  Leserahmen.  
Patient MH08 besitzt ein um vier Aminosäuren vorgezogenes Stopcodon. Die funktionellen 
Bereiche der ‚Nuclear Location Site’ (NLS; AS 34-49) und die Leucin-reiche Effektordomäne 
(
75LxxLxxLxxL
83) besitzen keine auffälligen Mutationen. 
Abbildung  22:  Alignment  der  Rev  
Patientensequenzen mit HXB2R 
Identische Aminosäuren sind durch einen 
Punkt  angegeben  (.),  freie  Positionen 
durch  einen  Strich  (-),  Stopcodons  mit 
einem Stern (*). Nicht aufgelöste Amino-
säuren  kennzeichnet  ein  X.  Funktionelle 
Elemente  sind  über  dem  Alignment  an-
gegeben,  identifzierte  Sequenzmuster 
sind gelb unterlegt. ERGEBNISSE 
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Zwischen  den  Sequenzen  der  LTNP  und  HIV-1  Kontrollpatienten  wurden  mit  dem  
Program VESPA mehrere Sequenzmuster identifiziert (Tabelle 7). Die Aminosäuren 
13LK
14, 
21F, 31P, 54S, 86N und 109V entsprechen der Konsensussequenz von Subtyp B. Bei dem 
Polymorphismus T15A handelt es sich um die ehemalige Konsensussequenz von HIV-1 
Subtyp B. Der Polymorphismus I55L ist zum einen nur schwach ausgeprägt, zum anderem 
handelt  es  sich  um  eine  konservative  Mutation  von  Isoleucin  zu  Leucin.  MH08  weist  
erwartungsgemäß einige HIV-1 Subtyp C spezifische Sequenzeigenschaften auf (28Y, 39K, 




106.  Bekannte,  funktionell  wichtige  Aminosäuren 
(L12, V16, L60) sind hingegen in allen Sequenzen konserviert. Die mit einem verlangsam-
ten  Krankheitsverlauf  korreliert  Mutation  (L78I)  ist  in  keiner  der  LTNP-Sequenzen  
vorhanden, bzw. entspricht im Fall von MH08 der Konsensussequenz des Subtyp C. 




Aminosäure (Häufigkeit in %) 
Bemerkung 
LTNP  HIV-1 Kontrollpatienten 
13 (L)  L (100,0); I (0,0)  L (33,3); I (66,7) 
 
14 (K)  K (100,0); R (0,0)  K (0,0); R (66,7) 
 
15 (T)  A (71,4); T (28,6)  A (16,7); T (83,3)  A: ehem. Konsensus B 
21 (F)  F (100,0); L (0,0)  F (0,0); L (83,3) 
 
31 (P)  P (100,0); S (0,0)  P (40,0); S (40,0) 
 
54 (S)  S (71,4); T (14,3)  S (40,0); T (40,0) 
 
55 (I)  L (57,1); I (42,9)  L (20,0); I (60,0) 
 
86 (N)  N (80,0); S (20,0)  N (40,0); S (60,0)  S: ehem. Konsensus B 
109 (V)  V (60,0); I (40,0)  V (40,0); I (60,0) 
  #)  Der  Konsensus  wurde  der  HIV-Datenbank  von  Los  Alamos  entnommen,  Stand  August  2004 
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CONSENSUS/Consensus.html) 
3.1.3.4. Tat Sequenzanalyse 
In  Abbildung  23  sind  die  Tat  Sequenzen  aller  LTNP  und  von  sieben  der  acht  HIV-1  
Progressoren dargestellt. In Exon 1 befinden sich zwei funktionelle Elemente. Dies sind die 
Cysteine  (C22,  C37)  für  die  Ausbildung  einer  intramolekularen  Disulfidbrücke  und  eine 
Kernlokalisierungssequenz  (NLS, 
49RKKRRQRRR
57).  Beide  Elemente  sind  in  den  
Sequenzen  vorhanden  und  intakt.  Die  Tat  Proteine  von  MH07  und  P10  besitzen  ein  
vorzeitiges Stopcodon, welches homolog zu HXB2R ist. In der Sequenz von Patient P5T5 
befindet sich ein Stopcodon zwei Aminosäuren vor dem normalen C-Terminus. 
Zwischen  den  beiden  Sequenzgruppen  wurden  mehrere  Sequenzmuster  identifiziert 
(Tabelle 8). Bei den Aminosäuren G42, P59, V67 und A74 handelt es sich um die Amino-
säuren des Konsensus für HIV-1 Subtyp B. Die Polymorphismen N24T und D101A sind 
entweder  schwach  ausgeprägt  (D101A)  oder  die  Ergebnisse  von  Studien  mit  ERGEBNISSE 
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unterschiedlichen  Tat  Varianten  argumentieren  gegen  eine  funktionelle  Bedeutung 
(N24T)
157. Vier weiteren Polymorphismen (I39, A58T, D61G und V67) wurde in der gleichen 
Arbeit eine evtl. Bedeutung für eine verringerte Transaktivierung zugesprochen. 




Aminosäure (Häufigkeit in %) 
Bemerkung 
LTNP  HIV-1 Kontrollpatienten 
24 (N)  T (71,4); N (28,6)  T (0,0); N (83,3)  keine Bedeutung
157 
39 (I)  I (71,4); M (0,0)  I (33,3); M (66,7)  evtl. von Bedeutung
157 
42 (G)  G (100,0); A (0,0)  G (16,7); A (83,3) 
 
58 (A)  T (42,9); A (28,6)  T (0,0); A (66,7)  evtl. von Bedeutung
157 
59 (P)  P (100,0); H (0,0)  P (33,3); H (66,7) 
 
61 (D)  G (57,1); N (0,0)  G (16,7); N (66,7)  evtl. von Bedeutung
157 
67 (V)  V (100,0); A (0,0)  V (0,0); A (83,3)  evtl. von Bedeutung
157 
74 (A)  A (71,4); T (28,6)  A (42,9); T (42,9) 
 
101 (D)  A (28,6); H (14,3)  A (0,0); H (57,1) 
  #)  Der  Konsensus  wurde  der  HIV-Datenbank  von  Los  Alamos  entnommen,  Stand  August  2004 
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CONSENSUS/Consensus.html) 
Abbildung 23: Alignment der Tat Patientensequenzen 
mit HXB2R 
Identische Aminosäuren sind durch einen Punkt wieder-
gegeben (.), freie Positionen durch einen Strich (-), Stop-
codons  durch  einen  Stern  (*).  Nicht  aufgelöste  
Aminosäurepositionen sind durch ein X gekennzeichnet. 
Funktionelle  Elemente  sind  über  dem  Alignment  
dargestellt, mit VESPA identifizierte Sequenzmuster sind 
gelb unterlegt. ERGEBNISSE 
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Bei den Aminosäuren I39 und V67 handelt es sich jedoch um die Konsensussequenz des 
HIV-1  Subtyp  B  und  bei  G61  um  den  ehemaligen  Konsensus  dieses  Subtyps.  T58  
wiederum  stellt  den  Konsensus  mehrerer  anderer  HIV-1  Subtypen  und  zirkulierender  
Rekombinanter Formen dar (A, F, H, CRF AE, CRF AG). Es erscheint unwahrscheinlich, 
dass  die  identifizierten  Sequenzmuster  charakteristisch  für  LTNP  sind.  Vielmehr  dürften 
diese  Sequenzmuster  aufgrund  der  geringen  Datenmenge  als  falsch-positiv  identifiziert 
worden sein. 
3.1.3.5. Vpr Sequenzanalyse 
Die  Vpr  Sequenzen  aller  LTNP  bzw.  HIV-1  Kontrollpatienten  sind  in  Abbildung  24  
wiedergegeben.  Zwei  Sequenzen  wurden  nicht  im  Umfang  dieser  Arbeit  sequenziert,  
sondern von unserem Kooperationspartner in Madrid, Spanien (MH05 und MH07). Die Vpr 
Proteine aller Patienten besitzen einen offenen Leserahmen, der eine Expression erlaubt. 
Der  Oligomerisierungsbereich  (AS  1-43)  und  die  darin  liegende  amphipatische  -Helix  
(AS  16-34),  sowie  die 
78H(S/F)RIG
82  Motive  sind  hoch  konserviert  und  weisen  keine  
Mutationen auf, die mit einem langsamen Fortschreiten der Krankheit assoziiert wurden. 
 
Abbildung  24:  Vpr  Alignment  der  Patientensequenzen  mit 
HXB2R 
Identische  Aminosäuren  (.),  freie  Positionen  (-),  Stopcodons  (*). 
Nicht aufgelöste Aminosäuren sind durch ein X gekennzeichnet. 
Funktionell wichtige Elemente sind über dem Alignment angege-
ben, VESPA-identifizierte Sequenzmuster gelb unterlegt. ERGEBNISSE 
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Tabelle 9: VESPA identifizierte Sequenzmuster in Vpr 
#)  Der  Konsensus  wurde  der  HIV-Datenbank  von  Los  Alamos  entnommen,  Stand  August  2004 
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CONSENSUS/Consensus.html) 
Zwischen  den  zwei  Gruppen  wurden  vier  Sequenzmuster  identifiziert  (Tabelle  9).  Die  
Polymorphismen I37T sowie G41S/N sind bisher nicht weiter untersucht, jedoch vielfach in 
der HIV-1 Sequenzdatenbank vorhanden. Die Mutation R77Q wurde in einigen Arbeiten mit 
dem LTNP-Status in Verbindung gebracht und ist in fünf der acht LTNP (MH01, MH02, 
MH04, MH06, MH08), sowie einem der HIV-1 Kontrollpatienten P10 vorhanden. Der Poly-
morphismus entspricht jedoch der Konsensussequenz von HIV-1 Subtyp B und wurde in 
mehreren Studien nicht bestätigt
58,93. I83 entspricht ebenfalls der Konsensussequenz von 
HIV-1 Subtyp B. Zusätzlich tragen zwei der LTNP (MH02 und MH04) eine Mutation (Q3R), 
die mit einem verringerten zytopathischen Effekt von Vpr in Verbindung gebracht wurde
318. 
3.1.4. ccr5 Genotyp und HLA-B Typisierung 
Einen großen Einfluss auf den Verlauf einer HIV-1 Infektion haben neben genetischer  
Ursachen der Viren auch mehrere Patienten-genetische Aspekte. Zwei der bedeutsamsten 
Genotypen hierbei sind der CCR5-Genotyp und die HLA-B Typisierung. 
3.1.4.1. CCR5 Genotyp 
CCR5 stellt den für fast alle primären HIV-1 Infektionen genutzten Corezeptor dar. Schon 
vor Jahren konnte gezeigt werden, dass bereits eine heterozygote 32bp-Deletion (ccr532) 
zu einer verlangsamten HIV-1 Infektion führen kann
75,322. In der Dissertation von Michael 
Humbert wird gezeigt, dass keiner der hier untersuchten LTNP diesen Genotyp besitzt und 
dieser als Ursache für den LTNP-Statuts ausgeschlossen werden kann (Tabelle 4). 
3.1.4.2. HLA-B Typisierung 
In  Kooperation  mit  dem  Blutspendedienst  Hessen  wurde  eine  vollständige  HLA-B  
Typisierung  aller  untersuchten  LTNP  Patienten  durchgeführt.  Hierbei  wurden  die  HLA-B  
Typen *5701 und *27 je einmal bei den Patienten MH03 bzw. MH06 und der HLA-B Typ *14 
in den Patienten MH04 und MH07 nachgewiesen (Tabelle 4). Patienten mit diesen HLA-B 
Typen besitzen eine breite und effektive zelluläre Immunantwort, die zu einem verlangsam-




Aminosäure (Häufigkeit in %) 
Bemerkung 
LTNP  HIV-1 Kontrollpatienten 
37 (I)  T (33,3); I (16,7)  T (0,0); I (85,7) 
 
41 (G)  S (66,7); N (16,7)  S (0,0); N (100,0) 
 
77 (Q)  Q (66,7); R (33,3)  Q (14,3); R (85,7) 
 
83 (I)  I (100,0); V (0,0)  I (14,3); V (85,7) 
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tionspartners, der keine breitere bzw. bessere zelluläre Immunantwort der LTNP (MH01-
MH07) im Vergleich zu einer Gruppe von HIV-1 Kontrollpatienten nachweisen konnte
281. 
3.2. Untersuchungen HIV-1 Env-RRV 
3.2.1. Herstellung HIV-1 Env-RRV 
Durch Calciumphosphat Transfektion von 293T Zellen mit den pTN7-Konstrukten wurden 
von je vier LTNP und vier HIV-1 Kontrollpatienten sowie fünf Laborstämmen HIV-1 Env-
RRV  hergestellt  (2.8.6  oben).  Die  Viren  wurden  durch  PEG-Fällung  aus  Zellkultur-
überständen aufgearbeitet und für Untersuchungen viraler Eigenschaften genutzt. 
3.2.2. Infektiosität HIV-1 Env-RRV 
Die Infektiosität der Viruspräpara-
tionen leitet sich aus dem Quotien-
ten  infektiöser  Viren  zur  Gesamt-
zahl aller Viren ab. Sie ist ein Maß 
für den Anteil infektiöser Virusparti-
kel  innerhalb  der  Virusprobe 
(Abbildung  25  und  Tabelle  10).  
Tabelle 10 gibt ferner Auskunft über 
die  Zahl  infektiöser  Viren  und  die 
Gesamtzahl  aller  Viren  der  einzel-
nen Präparationen. Es ist zu erken-
nen, dass die Gesamtanzahl der Vi-
ren  einzelner  Präparationen  sehr 
homogen  (1,72·10
11  bis  7,79·10
12 
pro ml), die Zahl infektiöser Viren in den produzierten Stocks jedoch stark unterschiedlich ist 
(ca. 9,01·10
2 bis 1,34·10
6 pro ml). Die Zahl infektiöser Viren in der Gruppe Labor-adaptierter 
Stämme liegt ein bis zwei log-Stufen über den Werten der HIV-1 Env-rekombinanten Viren 
der LTNP bzw. HIV-1 Kontrollpatienten (Tabelle 10). Dies hat zur Folge, dass die Infektiosi-
tät  der  beiden  Gruppen  primärer  Viren  deutlich  unter  den  Werten  der  Gruppe  Labor-
adaptierter Stämme liegt. Die Werte der Infektiosität der LTNP Gruppe reichen von 2,09·10
-
10 bis 1,64·10
-7 IU/U (Mittelwert: 3,62·10
-8 IU/U), die Quotienten der Gruppe der HIV-1 Kont-
rollpatienten 1,83·10
-10 bis 2,76·10
-8 IU/U (Mittelwert 6,61·10
-9 IU/U). In der Gruppe der La-
bor-adaptierten  Stämme  reichen  die  Werte  der  Infektiosität  hingegen  von  5,23·10
-8  bis 
6,40·10
-7 IU/U (Mittelwert 2,22·10
-7 IU/U). Somit erreichen die Unterschiede zwischen den 
zwei Patientengruppen statistische Signifikanz (p-WertLTNP/HIV-1  Kontrollpatienten = 0,137), wäh-
Abbildung  25:  Infektiosität  der  untersuchten  HIV-1 
Env-RRV 
Gegeben ist der Quotient infektiöser Viren zur Virenge-
samtzahl. LTNP (◊), HIV-1 Kontrollpatienten (∆), Labor-
adaptierte Isolate (○). Die Mittelwerte der Gruppen  (▬) 
sind gegeben, ebenso die p-Werte. ERGEBNISSE 
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rend  sich  die  Gruppe  der  Labor-adaptierten  Stämme  signifikant  von  diesen  
beiden Gruppen unterscheidet (p-WertLTNP/Labor-adaptierte Stämme = 0,018 bzw. p-WertHIV-1 Kontrollpa-
tienten/Labor-adaptierte Stämme = 0,009). 
Die  Analyse  der  Infektiosität  in  
Abhängigkeit der Länge des V1/V2 
Bereichs zeigt keine Korrelation der 
beiden  Größen  (p-Wert = 0,6686). 
Die  Länge  der  Variablen  Schleifen 
V1/V2 hat demnach keinen Einfluss 
auf  die  Infektiosität  der  Viren,  
respektive  die  Zahl  der  infektiösen 
Partikel  in  den  Viruspräparationen 
(r² = 0,02213).  Verdeutlicht  wird 
dies  durch  die  fast  parallel  zur  
Abszisse verlaufende Ausgleichsge-




3.2.3. Replikation der HIV-1 Env-RRV 
Die Bestimmung der Effizienz der 
frühen  Replikationsschritte  erfolgte 
durch Infektion von U87.CD4.CCR5 
Zellen  mit  den  HIV-1  Env-RRV. 
Hierbei  dient  die  in  den  Viren  
codierte  Renilla  Luciferase  als  
Reporter.  Die  in  den  infizierten  
Zellen  gebildete  Menge  an  Renilla 
Luciferase  wurde  photometrisch  
ermittelt  und  mit  der  Menge  an  
Renilla Luciferase in den zur Virus-
produktion transfizierten 293T Zellen 
normiert.  Dieser  Quotient  gibt  die 
Replikationskompetenz  der  HIV-1 
Env-RRV in Abhängigkeit des Hüll-
Abbildung  27:  Effizienz  früher  Replikationsschritte 
HIV-1 Env-RRV 
Angegeben ist der Quotient aus Renilla Luciferase Aktivi-
tät  infizierter  U87.CD4.CCR5  Zellen  und  Renilla  
Luciferase  Aktivität  in  transfizierten  293T  Zellen.  
LTNP  (◊),  HIV-1  Kontrollpatienten  (∆),  Labor-adaptierte 
Isolate (○). Die Mittelwerte der Gruppen (▬), sowie die  
p-Werte sind ebenfalls dargestellt. 
Abbildung 26: Korrelation von Infektiosität und V1/V2 
Länge 
Die Infektiosität der untersuchten HIV-1 Env-RRV (Ordi-
nate) ist als Funktion der  V1/V2 Länge (Abszisse) dar-
gestellt.  Die  Ausgleichsgerade  (rot),  das  95%ige  Konfi-
denz-  (schwarz),  sowie  das  95%ige  Prädiktionsintervall 
(blau) einer linearen Regression sind angegeben. ERGEBNISSE 
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protein-vermittelten Eintritts in die Zellen wieder (Abbildung 27 und Tabelle 10). Innerhalb 
der beiden Gruppen primärer Viren erstrecken sich die Werte in vergleichbaren Größenord-
nungen: LTNP Patienten 7,25·10
-3 bis 7,86·10
-1 bzw. HIV-1 Kontrollpatienten 2,89·10
-3 bis 
7,19·10
-1.  Dementsprechend  gibt  es  zwischen  den  beiden  Gruppen  keinen  signifikanten  
Unterschied in der Replikationskompetenz (p-Wert LNTP/HIV-1 Kontrollpatienten = 0,6415). Im Unter-
schied zu den Gruppen primärer Viren, zeichnen sich die HIV-1 Env-RRV Labor-adaptierter 
Stämme durch eine signifikant höhere Replikationskompetenz aus (2,18·10
1 bis 3,61·10
2;  
p-WertLTNP/Labor-adaptierte  Stämme = 0,0004 bzw. p-WertHIV-1  Kontrollpatienten/Labor-adaptierte  Stämme 0,0034). 
Als weitere Kontrolle dienten env rekombinante Reporterviren. Diese sind außerstande 
U87.CD4.CCR5  Zellen  zu  infizieren,  transfizierte  293T  Zellen  liefern  jedoch  einen  
vergleichbaren Renilla Luciferase Wert. Der Quotient dieser Kontrolle liegt bei 1,32·10
-4, be-
sitzt jedoch keine Aussagekraft, da die Renilla Luciferase Werte der U87.CD4.CCR5 Zellen 
im Bereich des Hintergrunds liegen und so den Quotienten verfälschen. 
Die  Analyse  der  Effizienz  der  
frühen  Replikation  in  Abhängigkeit 
der  Länge  der  Variablen  Schleifen 
V1/V2  zeigt  eine  schwache,  
signifikante Korrelation beider Grö-
ßen (r² = 0,3563; p-Wert  = 0,0486; 
Abbildung  28).  Mit  zunehmender 
Länge  der  Variablen  Schleifen 
V1/V2  nimmt  die  Effizienz  der  
frühen  Replikationsschritte  der  
untersuchten  HIV-1  Env-RRV  ab 
(Steigung  =  -0,1434  ±0,0617).  Es 
muss jedoch bedacht werden, dass 
die hier getätigte Analyse auf einer 
kleinen  Datenmenge  beruht  und 
somit  leicht  durch  einzelne  Werte 
verfälscht werden kann. 
Abbildung  28:  Korrelation  der  Effizienz  der  frühen 
Replikationsschritte und der V1/V2 Länge 
Die  Effizienz  der  frühen  Replikation  der  untersuchten 
HIV-1 Env-RRV(Ordinate) ist in Abhängigkeit der V1/V2 
Länge (Abszisse) dargestellt. Die Ausgleichsgerade (rot), 
das  95%ige  Konfidenzintervall  (schwarz),  sowie  das 
95%ige Prädiktionsintervall (blau) einer linearen Regres-
sion sind angegeben. ERGEBNISSE 
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6  248,27  53,92 
Labor-adaptierte Stämme  2,22∙10
-7  1,88∙10
-7     170,43  130,89   ERGEBNISSE 
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3.2.4. Neutralisation HIV-1 Env-RRV 
Für  den  Nachweis  breit-neutralisierender  Antikörper  im  Serum  der  Patienten  wurden  
mehrere heterologe und homologe HIV-1 Env RRV in in vitro Neutralisationsstudien mit den 
Patientenseren  untersucht  (2.8.9  oben).  Als  maßgebende  Punkte  zur  Beurteilung  der  
Neutralisationskapazität  wurden  die  reziproken  Serumverdünnungen  zum  Erreichen  von 
50% (IC50) und 90% Inhibition (IC90) bestimmt (Abbildung 29 und Tabelle 17). 
In Tabelle 17 sind alle untersuch-
ten Kombinationen detailiert aufge-
listet.  War  auch  bei  der  größten 
Verdünnungsstufe  die  Neutrali-
sation  zu  groß,  um  einen  IC50  zu 
ermitteln  (alle  Werte  über  50%  
bezogen  auf  den  Kontrollwert), 
wurde  mit  >1.600  bzw.  >6.400  
gekennzeichnet.  War  hingegen 
selbst  die  geringste  Serum-
verdünnung  nicht  in  der  Lage  eine 
Neutralisation  von  über  50%  bzw. 
90% zu erreichen, wurden dies mit 
<10  angegeben.  Für  Abbildung  29 
wurden diese ‚festgelegten’ Werte in 
die  jeweiligen  Höchstwerte  der  
Verdünnung umgewandelt (z.B. >6.400 zu 6.400) oder aber in 1, falls kein IC50 bzw. IC90 
ermittelt werden konnte (<10 zu 1). Abbildung 29 zeigt somit – zusammenfassend – die  
Ergebnisse aller durchgeführten Neutralisationsstudien. Für die Gruppe der LTNP liegen die 
Serumverdünnungen  für  den  IC50  im  Bereich  von  35  bis  6.400  (Mittelwert  1.227  bzw.  
Median 410), für IC90 bei <10 bis 1.600 (Mittelwert 144 bzw. Median 55). Die Gruppe der 
HIV-1 Kontrollpatienten erreicht Werte von <10 bis 5.150 (Mittelwert 475 bzw. Median 130) 
für  IC50  bzw.  <10  bis  530  (Mittelwert  43  bzw.  Median  15)  für  IC90.  Die  Unterschiede  
zwischen  beiden  Gruppen  erreichte  sowohl  für  den  IC50,  als  auch  IC90  statistisch  
signifikantes Niveau (p-WertIC50 = 0,0032 bzw. p-WertIC90 = 0,0050). Ein weiteres Anzeichen 
für die unterschiedliche Neutralisationskapazität der beiden Gruppen zeigt sich in der Zahl 
der Kombinationen die keinen IC50 bzw. IC90 erreichten: Während für alle Kombinationen 
der  LTNP  ein  IC50  ermittelt  werden  konnte  (0/63),  waren  neun  Kombination  der  HIV-1  
Kontrollpatienten  Gruppe  auch  bei  der  geringsten  Serumverdünnung  nicht  in  der  Lage  
einen IC50 zu erzielen (9/63; p-Wert: 0,0021). Hierbei ist zu erwähnen, dass allein das Se-
rum A6N3 siebenmal keinen IC50 erreicht. Vergleichbares gilt für den IC90; lediglich sechs 
Abbildung 29: Übersicht der Neutralisationskapazität 
der Patientenseren 
Die Ordinate  gibt  den Kehrwert der Plasmaverdünnung 
an,  die  notwendig  ist,  um  den  IC50  (links)  bzw.  IC90 
(rechts) zu erreichen. LTNP-Seren (◊) HIV-1 Kontrollse-
ren (♦). Die Mittelwerte (in Box), die Medianwerte, sowie 
die p-Werte sind im Diagramm angegeben. ERGEBNISSE 
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Kombinationen der LTNP verfehlen einen IC90 (6/63), jedoch 23 Kombinationen der HIV-1 
Kontrollpatienten  (23/63;  p-Wert  =  0,0003).  Zusätzlich  zu  den  Seren  beider  Patienten-
gruppen wurden die HIV-1 Env-RRV mit einem HIV-1 negativen Serum untersucht, um evtl. 
Serumeffekte  aufzuzeigen.  Bis  auf  einen,  wohl  falsch-positiven,  Ansatz  kann  hierbei  
keine Inhibition durch das HIV-1 negative Serum festgestellt werden(Tabelle 17). 
3.3. Untersuchungen mit Peptidphagen 
3.3.1. Kreuzreaktivität der Peptidphagen 
Mit  Hilfe  der  LTNP  Seren  isolierte  Michael  Humbert  aus  Peptidphagenbänken  HIV-1  
spezifische  Peptidphagen.  Die  Peptidinserts  dieser  Phagen  (7  bzw.  12  Aminosäuren)  
weisen sequentielle oder strukturelle Homologien zu den HIV-1 Hüllproteinen gp120 und 
gp41  auf  und  wurden  entsprechend  ihrer  Homologie  gruppiert
151.  Um  abschätzen  zu  
können, welche Bedeutung die identifizierten Epitope in der Immunantwort bei einer HIV-1 
Infektion besitzen, wurde die Kreuzreaktivität von Seren der LTNP und der HIV-1 Kontroll-
patienten mit diesen Peptidphagengruppen analysiert (Tabelle 11 und Abbildung 30). 





































































































































MH01  +  -  +  +  +  -  -  +  +  -  - 
MH02  +  -  -  +  -  -  -  -  +  -  - 
MH03  +  -  -  +  -  -  -  -  -  +  - 
MH04  +  +  -  +  +  +  +  +  +  +  - 
MH05  -  -  -  +  -  -  -  -  +  -  - 
MH06  +  -  -  +  -  -  -  -  -  +  - 
MH07  +  -  -  +  -  -  +  -  +  -  - 
























  A6N3  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 
H0E6  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 
P5T5  +  -  +  +  -  -  -  -  -  -  - 
S3R8  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 
P10  -  -  -  +  -  -  -  -  -  -  - 
S6  -  -  -  +  -  -  +  -  -  -  - 
S19  +  -  -  +  -  -  -  -  -  -  - 
 [%]  28,6  0,0  14,3  57,1  0,0  0,0  14,3  0,0  0,0  0,0  0 
p-Wert  0,032  0,356  1,000  0,078  0,172  0,356  0,552  0,172  0,008  0,078   
+: Kreuzreaktivität vorhanden;  -: Kreuzreaktivität nicht vorhanden ERGEBNISSE 
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Abbildung  30:  Kreuzreaktivität  der  LTNP-,  Kontroll-  bzw.  HIV-1  negativer  Seren  mit  den 
Peptidphagen 
Der ELISA zeigt die Reaktivität der einzelnen Seren mit den jeweiligen Gruppen der Peptidphagen 
(1-10),  sowie  einem  unspezifischen  Kontrollphagen.  LTNP-Seren  (Blau),  Kontrollseren  (Rot),  
HIV-1 negativ Seren (Grün). Die gestrichelte rote Linie gibt den durchschnittlichen cut-off Wert an. ERGEBNISSE 
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Neben den Reaktivitäten der Seren mit denen die jeweiligen Biopannings durchgeführt 
wurden und zur Isolierung der entsprechenden Peptidphagen führten, wurden sowohl mit 
Seren  der  LTNP  als  auch  HIV-1  Kontrollpatienten  unterschiedlich  ausgeprägte  Kreuz-
reaktivitäten  detektiert.  Einige  der  positiv  zu  erwartenden  Serum/Peptidphagen-
Kombinationen  zeigen  jedoch,  trotz  mehrfacher  Wiederholung  der  Analyse,  keine  
Reaktivität.  Besonders  ausgeprägt  ist  dieses  Phänomen  für  die  Peptidphagengruppe 
NNNT (2), deren einzelne Peptidphagen mit den Seren MH01-MH05 isoliert wurden. Bei 
den  Peptidphagengruppen  WxxxW (5),  CD4bs (6)  und  Mix  2 (10)  ist  ebenfalls  keine  
Reaktion  mit  dem  Serum  von  MH01  festzustellen,  obwohl  dieses,  zusammen  mit  dem  
Serum von MH04, zur Identifikation dieser Peptidphagen eingesetzt wurde (vergl. Disserta-
tion Michael Humbert). Die Seren der HIV-1 Kontrollpatienten weisen eine starke Kreuz-
reaktivität  mit  der  Peptidphagengruppen  KLIC  (3)  (57,1%)  und  vereinzelt  schwache  
Reaktivitäten  mit  den  Gruppen  GPGRAF (1)  (28,6%),  CD4bs (6)  und  NNALP-NPD (8)  
(je 14,3%) auf. Bei Patient S3R8 ist ein deutlich erhöhtes Hintergrundsignal zu erkennen, 
was bei der Beurteilung der Kreuzreaktivität berücksichtigt wurde (Tabelle 11). Einige dieser 
Peptidphagengruppen  spiegeln  bekannte  (CD4bs)  oder  immundominante  Epitope  wider 
(KLIC, GPGRAF), weshalb einer erhöhte Kreuzreaktivität zu erwarten ist. Die Seren der 
LTNP  zeigen  neben  einer  ausgeprägten  Kreuzreaktivität  gegenüber  den  Peptidphagen-
gruppen GPGRAF (1) (85,7%) und KLIC (3) (100%), deutliche Kreuzreaktivitäten mit den 
Peptidphagengruppen Mix 1 (9) (71,4%) und Mix 2 (10) (42,9%). Obwohl die Reaktivität der 
Seren MH02 und MH05 mit der Peptidphagengruppe Mix 2 (10) von als negativ eingestuft 
werden, verfehlen diese den Grenzwert der Analyse nur äußerst knapp oder zeigen eine 
geringfügig erhöhte Standardabweichung. Bewertet man diese ebenfalls als reaktiv, läge 
der Wert der Kreuzreaktivität der LTNP Seren mit der Peptidphagengruppe Mix 2 (10) bei 
71,4%.  Der  Unterschied  in  der  Kreuzreaktivität  der  beiden  Patientengruppen  wäre  in  
diesem Fall statistisch signifikant (p-Wert = 0,008). Bei den Peptidphagengruppen Mix 1 (9) 
und Mix 2 (10) handelt es sich um neu identifizierte, konformelle Epitope auf der Oberfläche 
des  HIV-1  Hüllproteins  gp120.  Eine  Auswertung  der  Kreuzreaktivität  mit  den  Kriterien  
‚kreuzreaktiv‘ (+) und ‚nicht-kreuzreaktiv‘ (-), zeigt deutlich die breitere Immunantwort der 
LTNP-Seren gegenüber den Peptidphagengruppen GPGRAF (1), KLIC (3), Mix 1 (9) und 
Mix 2 (10).  Hierbei  erreicht  der  Unterschied  zwischen  beiden  Patientengruppen  für  die 
Gruppen GPGRAF (1) und Mix 1 (9) ein signifikantes Niveau. Bei den Gruppen Mix 2 (10) 
und KLIC (3) wird das Signifikanzniveau nur knapp verfehlt (p-Wert = 0,078), wobei für die  




3.3.2. Kompetitionsstudien der Peptidphagenbindung an Serumantikörper mit 
trimeren HIV-1 Env 
Um  nachzuweisen,  dass  die  identifizierten  Peptidphagenepitope  auf  den  Hüllproteinen 
von HIV-1  vorhanden sind, wurden Kompetitionsstudien  durchgeführt. Hierzu  wiurde die 
Bindung der Phagen an immobilisierte Serumantikörper durch Zugabe von trimeren HIV-1 
Env bzw. CHO-neg, als unspezifische Kontrolle, kompetiert. Es wurden jene Kombinationen 
untersucht, die zuvor eine Kreuzreaktivität aufwiesen (Abbildung 30). 
Die Interaktion der Serumantikörper mit Peptidphagen linearer Epitope konnte in fast allen 
Ansätzen spezifisch durch HIV-1 gp140 inhibiert werden. Am deutlichsten ausgeprägt ist 
dieser  Effekt  bei  den  zwei  immundominanten  Epitopen  GPGRAF (1)  und  KLIC (3).  Hier 
kommt es bei allen sechs bzw. sieben untersuchten Patientenseren zu einer Verringerung 
der  Peptidphagenbindung.  Die  Verdrängung  der  Peptidphagen  der  Gruppen  NNNT (2), 
KLIC-AVPW (4),  WxxxW (5)  und  NNALP-NPD (8)  gelingt  nur  teilweise.  Bei  den  Peptid-
phagen konformeller Epitope ist in den Gruppen CD4bs (7) und Mix 1 (9) eine Inhibition 
durch  Zugabe  von  HIV-1  gp140  zu  erkennen  (Tabelle  12;  6.4  unten).  Die  Bindung  der  
Peptidphagen der Gruppen CD4bs (6) und Mix 2 (10) konnte für keines der untersuchten 
Patientenseren  spezifisch  mit  HIV-1  Env  beeinflusst  werden.  Die  Untersuchungen  mit  
einem  unspezifischen  Phagen (11)  und  dem  wildtyp Phagen (12)  dient  zur  Kontrolle  der 
Spezifität. Keiner dieser Phagen wird durch die untersuchten Seren gebunden. 







lineare Epitope  konformelle Epitope  Kontrolle 














































































































































MH01  +    -  +  +      +  +    -  - 
MH02  +      +          -    -  - 
MH03  +      +            -  -  - 
MH04  +  +    +  -  -  -  -  +  -  -  - 
MH05        +          +    -  - 
MH06  +      +            -  -  - 
MH07  +      +      -    -    -  - 
Gesamt  6/6  1/1  0/1  7/7  1/2  0/1  0/2  1/2  3/5  0/3  0/7  0/7 
+: Kompetition; -: keine Kompetition ERGEBNISSE 
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3.4. Expression und Aufreinigung von HIV-1 Env 
Die Expression von trimeren HIV-1 gp140 (ADA.C1) 
oder  einer  Negativkontrolle  (CHO-neg)  erfolgte  in 
CHO-Zellen.  Zur  Expression  wurden  die  Zellen  
konfluent angezüchtet, das Medium gewechselt und 
die Expression induziert. Fünf bis sechs Tage nach 
der  Induktion  wurde  der  Überstand  (ADA.C1  oder 
CHO-neg) geerntet (2.8.13 oben) und mit Hilfe einer 
Galanthus  nivalis  Lectinsäule  erfolgte  eine  
Anreicherung  des  hochglykosylierten  HIV-1  Env 
(Abbildung  31).  Die  erste  Spalte  zeigt  den  
unaufgereinigten  Zellkulturüberstand  (ÜS)  der  
jeweiligen Probe. Am unteren Ende der Abbildung ist 
deutlich die starke Bande für Serumalbumin (BSA) zu 
erkennen. Nach der Aufreinigung ist das Serumalbu-
min aus der Probe entfernt und eine Bande für die 
Monomere  von  ADA.C1  zu  erkennen  (140 kDa; 
ADA.C1 pur). Für Di- und Trimere ist keine eindeutige 
Bande  zu  erkennen.  Hier  überlagern  sich  mehrere 
Banden  und  auch  in  der  Probe  der  aufgereinigten 
Negativkontrolle  (CHO-neg  pur.)  ist  hier  ein  
undeutlicher Schmier zu erkennen. Demnach sind in 
den  Eluaten  noch  weitere  Glykoproteine  enthalten, 
die koeluieren. 
Die aufgereinigten HIV-1 Env Trimere wurden im Western Blot mit dem monoklonalen 
HIV-1 Env Trimer-spezifischen Antikörper Md-1 detektiert. Das entsprechende Signal ist 
deutlich  in  der  aufgereinigten  Probe  von  ADA.C1  zu  sehen  (ADA.C1  pur.).  Im  unauf-
gereinigten  Überstand  ist  aufgrund  der geringen  Konzentration kein  Signal  zu  erkennen 
(ADA.C1 ÜS). Ebenfalls negativ sind sowohl die unaufgereinigte (CHO-neg ÜS), als auch 
die  aufgereinigte  Probe  (CHO-neg  pur)  von  CHO-neg  (Abbildung  32  A).  Nach  der  
Entwicklung wurde die Membran gestrippt, erneut geblockt und mit dem monoklonalen -V3 
Antikörper 447-52D entwickelt. Dieser detektiert sowohl Mono-, Di- als auch Trimeres HIV-1 
Env. Die drei zugehörigen Banden sind sowohl in der unaufgereinigten, als auch in der auf-
gereinigten ADA.C1 Probe zu erkennen (Abbildung 32 B und C). Wird die Entwicklungszeit 
verlängert,  um  auch  die  Banden  in  ADA.C1  ÜS  sichtbar  zu  machen, verlaufen  die  drei  
einzelnen  Signale  von  ADA.C1  pur.  In  den  Proben  von  CHO-neg  ist  erwartungsgemäß  
wieder kein Signal zu erkennen (Abbildung 32 C). 
Abbildung  31:  Aufreinigung  von 
ADA.C1 und CHO-neg 
10µl  Zellkulturüberstand  (ÜS)  oder 
Elutionsprobe  (pur.)  wurden  mit  Pro-
benpuffer  ohne  DTT  versetzt  und  im 
SDS-Gel aufgetrennt. Die aufgereinig-
te gp140 Bande ist mit zwei Punkten 
markiert. ERGEBNISSE 
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Die so erarbeiteten Proben bzw. die unaufgereinigten Zellkulturüberständen dienen als 
Zielprotein in HIV-1 Env ELISA Analysen, zur Inhibition der Peptidphagenbindung und zur 
Selektion HIV-1 spezifischer scFv Phagen. 
3.5. Immunisierungsstudien 
Mit  Hilfe  der  isolierten  Peptidphagen  wurde  versucht  in  Immunisierungsstudien,  HIV-1 
spezifische Antikörper zu induzieren. Hierzu wurden Gruppen von sechs bis acht Wochen 
alten  IMRI Mäusen  sechsmal mit je 2·10
12  Peptidphagen pro Maus immunisiert und die 
Reaktivität des Serums untersucht. 
3.5.1. Bindungsreaktivität nach Immunisierung 
3.5.1.1. Immunisierungsstudie 2006 
Das Ziel einer ersten Studie war es, eine Optimierung der Immunantwort zu erreichen, 
wobei die Mäuse mit Phagen der Gruppen GPGRAF (1), CD4bs (6), Mix 1 (9), Mix 2 (10) 
oder  wt-Phage (12)  immunisiert  wurden.  Ein  Teil  der  Mäuse  wurde  hierbei  alle  zwei  
Wochen subkutan immunisiert (normal), der andere Teil der Tiere dreimal im Abstand von 
zwei Wochen und anschließend dreimal im Abstand von drei Wochen (lang). Die Qualität 
der Immunantwort wurde durch die Reaktivität der Mäuseseren mit trimeren HIV-1 gp140 
untersucht. 
Abbildung 32: Nachweis der HIV-1 Env Trimere im Westernblot 
10 µl Probe Zellkulturüberstand (ÜS) bzw. aufgereinigtes Eluat (pur.) wurden mit Probenpuffer ohne 
DTT denaturiert, im SDS-Gel aufgetrennt und mit den angegebenen Antikörpern detektiert. A: Ent-
wicklungszeit 30 sec; B: Entwicklungszeit 15 sec; C: Entwicklungszeit 3 min ERGEBNISSE 
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In  den  einzelnen  Gruppen  überlebten  unterschiedlich  viele  Mäuse.  In  Gruppe  
Mix 1 (9)-lang starb ein Tier, in den Gruppen Mix 2 (10)-normal und lang starben alle bis auf 
je zwei Tiere. In Abbildung 33 sind die Bindungsreaktivitäten der Mäuseseren nach der  
Immunisierung  aufgezeigt.  Es  zeigt  sich,  dass  die  Mäuse  des  langen  Immunisierungs-
protokolls eine bessere Immunantwort als die Mäuse des normalen Immunisierungsproto-
kolls besitzen. So reagiert nur ein Mausserum der Gruppe GPGRAF (1)-normal (3518) bei 
der  geringsten  Verdünnung  mit  gp140,  während  alle  fünf  Mäuseseren  der  Gruppe  
GPGRAF (1)-lang (3551-3555) eine Reaktion aufzeigen (Abbildung 33 und Tabelle 13). 
Tabelle 13: Bindungsreaktivitäten an trimeres gp140 der Immunisierungsstudie 2006 
  GPGRAF (1)  CD4bs (6)  Mix 1 (9)  Mix 2 (10)  wildtyp (12) 
normal  ¼  1/4  2/4  0/2  1/4 
lang  5/5  4/5  4/4  ½  n.d. 
 
Ein ähnliches Bild ergibt sich mit den Gruppen CD4bs (6) und Mix 1 (9). In der Gruppe 
CD4bs (6)  zeigt  ein  Mausserum  des  normalen  Immunisierungsprotokolls,  allerdings  vier  
Seren des langen Immunisierungsprotokolls, eine Immunantwort. Bei den mit Phagen der 
Gruppe Mix 1 (9) immunisierten Mäuse sind zwei von vier (normal) bzw. vier von vier (lang) 
Abbildung 33: Reaktivität der Mäuseseren mit trimeren HIV-1 Env (ADA.C1) – Studie 2006 
Die Seren wurden nach der Immunisierung wie angegeben verdünnt und in Duplikaten auf ihre 
Reaktivität gegenüber trimeren HIV-1 Env (ADA.C1) und einer unspezifischen Kontrolle (Hinter-
grund; Verdünnung 1:50) getestet. Die mit den unterschiedlichen Phagengruppen immunisierten 
Mäuse sind auf der Abszisse aufgetragen. ERGEBNISSE 
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Seren kreuzreaktiv mit HIV-1 Env. Keine Immunantwort kann bei den Tieren der Gruppe 
Mix 2 (10)-normal  festgestellt  werden,  während  eines  von  zwei  Seren  der  Gruppe 
Mix 2 (10)-lang eine zumindest schwache Reaktivität aufzeigt. Leider überlebten in diesen 
Gruppen die wenigsten Tiere, weshalb eine klare Aussage schwierig ist. In der Gruppe der 
wt-Phagen-immunisierten  Mäuse  zeigt  eines  der  Seren  eine  Bindung  an  trimeres  HIV-1 
gp140 (3545). 
3.5.1.2. Immunisierungsstudie 2007 
Eine zweite Immunisierungsstudie zielte auf die Induktion und anschließenden Selektion  
HIV-1  spezifischer,  monoklonaler  Antikörper  ab.  Basierend  auf  dem  Protokoll  der  
Immunisierungsstudie 2006 wurden erneut IMRI-Mäuse mit den Peptidphagen der Gruppen 
GPGRAF (1), CD4bs (6), Mix 1 (9), Mix 2 (10) oder wt-Phage (12) immunisiert. Die letzten 
drei Immunisierungen erfolgten im Abstand von drei Wochen (langes Protokoll). Da das 
primäre Ziel dieser Immunisierung die Isolierung funktioneller B-Zellen war, wurde am Tag 
nach  der  sechsten  Immunisierung  eine  weitere  Immunisierung  der  Tiere  durchgeführt 
(Boost) und diese drei Tage nach dem Boost getötet und aufgearbeitet. 
Abbildung 34: Reaktivität der Mäuseseren mit trimeren HIV-1 Env (ADA.C1) – Studie 2007 
Die Seren wurden nach der Immunisierung wie angegeben verdünnt und in Duplikaten auf ihre 
Reaktivität gegenüber trimeren HIV-1 Env (ADA.C1) und einer unspezifischen Kontrolle (Hinter-
grund; Verdünnung 1:50) getestet. Die mit den unterschiedlichen Phagengruppen immunisierten 
Mäuse sind auf der Abszisse aufgetragen. ERGEBNISSE 
86 
Die Qualität der Immunantwort wurde erneut anhand der Serumreaktivität mit trimeren 
HIV-1  Env  und  einer  unspezifischen  Kontrolle  ermittelt.  Die  Tiere  weisen  –  über  alle  
Gruppen hinweg – einen recht geringen Serumtiter auf, was zumindest teilweise auf die  
frühere Serumentnahme zurückzuführen ist. Bei den Mäusen der Gruppen GPGRAF (1) 
und Mix 1 (9) ist die Ausbildung HIV-1 spezifischer Antikörper im Serum nahezu vollständig 
ausgeblieben  (0/5  bzw.  1/5)  (Abbildung  34).  Eine  signifikant  stärkere  Immunantwort  
gegenüber trimeren HIV-1 Env (ADA.C1) im Vergleich zur Negativkontrolle (Hintergrund) ist 
nicht  vorhanden.  Lediglich  ein  Tier  der  Gruppe  Mix 1 (9)  zeigt  eine  äußerst  schwache  
Reaktivität (3670; Titer ca. 1:100). Vergleicht man diese jedoch mit der Serumreaktivität der 
wt-Phagen immunisierten Mäuse (Gruppe wt-Phage (12)) wird deutlich, wie gering diese 
Immunantwort  ist.  Die  Tiere  3693  und  3706  besitzen  eine  vergleichbare  Immunantwort  
(Titer  ca.  1:100).  Bei  den  Gruppen  CD4bs (6)  und  Mix 2 (10)  führt  die  Immunisierung  
hingegen zu einer deutlichen Immunantwort bei fast allen Tieren (4/5 bzw. 5/5). Die stärkste 
Immunantwort  zeigen  hierbei  die  Tiere  3699  und  3697  (Mix 2 (10))  mit  einem  Titer  von 
1:200  verglichen  mit  der  Negativkontrolle.  Die  übrigen,  reaktiven  Seren  dieser  Gruppe  
besitzen einen Titer von rund 1:100 (Tabelle 14 und Abbildung 34). 
Tabelle 14: Bindungsreaktivitäten an trimeres gp140 der Immunisierungsstudie 2007 
  GPGRAF (1)  CD4bs (6)  Mix 1 (9)  Mix 2 (10)  wildtyp (12) 
reaktiv  0/5  4/5  0/4  5/5  1/4 
3.5.2. Selektion HIV-1 spezifischer Hybridomazellen 
Die B-Zellen der Tiere 
3683  (CD4bs (6)),  3667 
(Mix 1 (9))  und  3699 
(Mix 2 (10))  wurden  zur 
Herstellung  von  Hybri-
domazellen  ausgewählt 
und  mit  CRL-1597  
Myelomzellen fusioniert. 
Zwei  Wochen  nach  der 
Fusion  waren  in  ins-
gesamt  550  Vertief-
ungen  wachsende  
Heterofusionen  zu  er-
kennen (P1-15: 204 Ver-
tiefungen;  P16-30:  220 
Vertiefungen;  P31-45: 
Abbildung 35: Reaktivität der Hybridomaklone 
Die  Bindung  der  Überstände  einzelner  Hybridomaklone  an  ADA.C1 
und  CHO-neg  beschichtete  Platten  wurde  bestimmt  und  mit  anti-
Maus-HRP Antikörper nachgewiesen und Die Differenz der Reaktivität 
bestimmt. Negativkontrolle (G12); Positivkontrolle (H12). Die fünffache 
Negativkontrolle wurde als Grenzwert definiert. ERGEBNISSE 
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126  Vertiefungen).  Diese  wurden  in  einem  ersten  Test  auf  Reaktivität  gegen  ADA.C1  
getestet (6.5 unten). Insgesamt 94 reaktive Klone (P1-15: 28 Vertiefungen; P16-30: 38 Ver-
tiefungen; P31-45: 29  Vertiefungen) wurden nach wenigen Tagen erneut  auf  Reaktivität  
gegenüber  ADA.C1  und  CHO-neg,  als  Negativkontrolle,  untersucht.  Einige  der  Klone  
zeigen keine oder eine vergleichbar starke Bindung an ADA.C1 und CHO-neg. Insgesamt 
25 Klone weisen eine spezifische Reaktivität gegenüber ADA.C1 auf (CD4bs (6): 10 Klone; 
Mix 1 (9): 8 Klone; Mix 2 (10): 7 Klone) (Abbildung 35). Diese wurden expandiert, aliquotiert 
und in flüssigem Stickstoff gelagert, um zu einem späteren Zeitpunkt subkloniert zu werden. 
3.6. Untersuchungen mit scFv-Phagenbibliotheken 
Ausgehend von der mRNA aus Lymphozyten der LTNP Patienten wurden von unserem 
Kooperationspartner,  der  Arbeitsgruppe  Prof.  Dr.  Stefan  Dübel  an  der  Technischen  
Universität  Braunschweig,  scFv-Phagen  Bibliotheken  erstellt,  die  zur  Isolierung  HIV-1  
spezifischer scFv-Phagen dienen.  Bisher  wurden von  zwei Patienten (MH02 und  MH03) 
k bzw.  basierende Phagenbänke des vorhandenen IgG bzw. IgM Repertoires erstellt und 
verpackt. Diese Arbeiten wurden von Michael Hust und Saskia Helmsing durchgeführt. 
3.6.1. Biopanning mit scFv-Phagen 
Zur Identifizierung HIV-1 Env spezifischer scFv-Phagen aus den synthetisierten Phagen-
Bibliotheken  werden  die  Bibliotheken  auf  unterschiedlichen  HIV-1  Env  Konstrukten  
selektiert.  Die  Biopannings  erfolgten  abwechselnd  auf  HIV-1  Env  und  entsprechenden  
Kontrollen, wodurch eine Anreicherung HIV-1 Env spezifischer scFv-Phagen erreicht wird. 
3.6.1.1. Biopanning mit HIV-1 gp120 
Erste Biopannings der erstellten Phagenbänke (IgG und IgM MH02 bzw. MH03) erfolgten 
mit  unterschiedlichen  HIV-1  gp120  Monomeren  (SF162,  BaL,  JR-FL)  in  Multititerplatten 
(Biopannings A-C). In einem weiteren Biopanning wurden die Monomere im Gemisch ein-
gesetzt und das Biopanning auf tosylaktivierten Beads durchgeführt (Biopanning F). 
Vor  Beginn der Untersuchung wurde  die Bindung der gp120 Monomere  mittels FACS 
Färbung  nachgewiesen.  Für  das geplante  Biopanning  wurden  die  gp120  Monomere  als 
Gemisch im Verhältnis 1:1:1 an die Oberfläche gekoppelt. Hierbei zeigte die Bindung der 
Monomere bei 4°C und einer Inkubation über Nacht (Abbildung 36 hell-grün) eine höhere 
Effizienz, als eine Kopplung bei 37°C über eine Dauer von  zwei Stunden (dunkel-grün). 
Darüber hinaus wurden die einzelnen gp120 Monomere einzeln in kleinen Testansätzen auf 
die Oberfläche der Magnetkügelchen gekoppelt. Die FACS-Färbung dieser Ansätze zeigt, 
dass die gp120 Monomere JR-FL (orange) und SF162 (gelb) deutlich besser an die Ober-
fläche der Magnetkügelchen gekoppelt wurden als gp120 BaL (rot). ERGEBNISSE 
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Insgesamt  führten  die  Untersuchungen  zur  Anreicherung  von  vier  HIV-1  spezifischen 
scFv-Phagen aus der IgG abgeleiteten scFv-Phagen Display Bibliothek von Patient MH03 
(Abbildung 38). Die Anreicherung HIV-1 spezifischer scFv-Phagen aus den übrigen drei Bib-
liotheken (IgG/IgM MH02 und IgM MH03) schlug fehl. Die Sequenzen der identifizierten  
Variablen Bereiche (VH und VL) dieser Phagen sind in Abbildung 38 dargestellt.  
3.6.1.2. Biopanning mit HIV-1 gp140 
Da neutralisierende Antikörper oft konformelle Epitope auf der Oberfläche von HIV-1 Env 
erkennen, wurde ein weiteres Biopanning mit trimeren HIV-1 Env durchgeführt. Hierfür wur-
de  aufgereinigtes  HIV-1  Env  (ADA.C1  pur.)  bzw.  eine  gleichermaßen  prozessierte  
Negativkontrolle  (CHO-neg  pur.)  an  die  Oberfläche  tosylaktivierter  Magnetkügelchen  
gekoppelt  (Biopanning  H).  Die  FACS  Analyse  der  Kopplung  zeigt,  dass  neben  den  
gewünschten Trimeren auch HIV-1 Env Mono- und Dimere auf der Oberfläche gekoppelt 
wurden. Dies zeigt das schwächere Signal des HIV-1 Env Trimer spezifischen Antikörpers 
(Abbildung  37;  Md-1,  grün)  im  Vergleich  zum  Signal  mit  HIV-1  positiven  Serum  (gelb).  
Sowohl ungefärbte, als auch -human FITC gefärbter Magnetkügelchen zeigen nach der 
Abbildung 36: FACS Analyse gp120 beschich-
teter Magnetkügelchen 
Die Färbung erfolgte mit HIV-1 positiven Serum 
und -Human-FITC Antikörper. BaL (rot), JR-FL 
(orange),  SF162  (gelb),  gp120  Mix  4°C  (hell-
grün),  gp120  Mix  37°C  (dunkel-grün).  Unbe-
schichtete  Beads  (blaue  Fläche),  gp120  
beschichtete,  -Human-FITC  gefärbte  Beads 
(schwarz). M1: neg. Signale, M2: pos. Signale. 
Abbildung 37: FACS Analyse ADA.C1 und CHO-neg beschichteter Magnetkügelchen 
Die Färbung erfolgte mit HIV-1 positiven Serum (gelb) bzw. Md-1 (grün) und -Human-FITC Antikör-
per.  Unbeschichtete  Magnetkügelchen  (blaue  Fläche),  nur  -Human-FITC  gefärbte  Magnetkügel-
chen (schwarz). M1: neg. Signale, M2: pos. Signale. ERGEBNISSE 
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Färbung kein Signal (blaue Fläche bzw. schwarz). Im Fall CHO-neg beschichteter Beads 
ergibt sich bei keiner der Färbungen ein positives Signal. 
Erneut kam es zur Anreicherung HIV-1 spezifischer scFv Phagen des Consensus B8/B10 
aus  der  IgG  basierten  scFv  Phagen  Display  Bibliothek  von  MH03  (Abbildung  38).  Die  
Isolierung HIV-1 spezifischer scFv Phagen aus den übrigen Bibliotheken schlug erneut fehl. 
Abbildung 38: Aminosäuresequenzen der isolierten HIV-1 spezifischen scFv Fragmente 
Über dem Alignment sind  die Frameworkbereiche (FR) und  Komplementarität  bildende Regionen 
(CDR) der schweren (H) und leichten (L) Kette angegeben. Identische AS symbolisiert ein Punkt (•). ERGEBNISSE 
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3.6.2. Bindungsstudien HIV-1 spezifischer scFv 
3.6.2.1. Bindung von scFv B8/B10 an verschiedene HIV-1 Env 
Mit unterschiedlichen HIV-1 Env gp120 bzw. gp140 Varianten wurde die Bindungskapazi-
tät  des  scFv  B8/B10  unter-
sucht. Alle HIV-1 Env Varian-
ten  (gp120  JR-FL,  BaL, 
SF162  und  gp140  ADA.C1) 
werden  gebunden.  Die  deut-
lich  verringerte  Reaktivität  
gegenüber  ADA.C1  beruht 
wohl  auf  der  Heterogenität 
des  Targets.  Während  die 
gp120  Proteine  (JR-FL,  BaL 
und SF162) hochgradig aufge-
reinigt sind, liegt ADA.C1 und 
CHO-neg  als  Zellkultur-
überstand  vor.  Gegenüber 
den  Kontrollen  (CHO-neg;  
-Target) erfolgt keine Bindung. 
3.6.2.2. Kompetition der Bindung von scFv B8/B10 
Um  die  Spezifität  des  scFv 
B8/B10  zu  überprüfen, wurde 
die  Bindung  an  HIV-1  gp120 
durch  Serumzugabe  inhibiert. 
Neben dem Serum von LTNP 
MH03,  sind  auch  die  Seren 
von LTNP MH02 und V43.135 
(normaler HIV-1 Patient) in der 
Lage, die Bindung des scFv zu 
inhibieren.  Dass es sich hier-
bei  um  eine  Antikörper-
basierte Verdrängung der scFv 
Bindung  handelt  zeigt  die 
Kontrolle mit HIV-1 negativem 
Serum,  dessen  Zugabe  nicht 
Abbildung 39: Bindung von scFv B8/B10 an unterschiedli-
che HIV-1 Env Varianten 
ELISA Platten  wurden mit HIV-1 gp120 (JR-FL,  BaL, SF162) 
bzw.  ADA.C1  beschichtet.  Der  Nachweis  gebundener  scFv 
Fragmente erfolgte über ihren myc-Tag mit Maus -myc- und  
-Maus-HRP Antikörper (je 1:5.000). 
Abbildung  40:  Kompetition  der  scFv  B8/B10  Bindung  an 
gp120 durch HIV-1 positives Serum 
Die Bindung des scFv B8/B10 an gp120 (SF162) beschichtete 
ELISA-Platten wurde durch Serumzugabe inhibiert. Der Nach-
weis gebundener scFv erfolgte über ihren myc-Tag mit Maus  
-myc- und -Maus-HRP Antikörper (je 1:5.000).  ERGEBNISSE 
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zu einer Verminderung der scFv Bindung führt. Die Verringerung der scFv Bindung erfolgt 
somit durch Serumantikörper deren Epitope mit dem Epitop des scFv B8/B10 überlappen 
oder übereinstimmen (Abbildung 40). 
3.6.2.3. Epitopmapping des scFv B8/B10 
Mit  Hilfe  eines  Peptid-
ELISAs wurde das Epitop des 
scFv B8/B10 näher charakteri-
siert.  Für  das  Mapping  
wurden  zunächst  15mer  
Peptide der Variablen Schleife 
V3  eingesetzt  (Tabelle  15). 
ScFv  B8/B10  reagiert  
ausschließlich mit Peptid Nr.5 
von  HIV-1  Consensus  B 
(NNTRKSIHIGPGRAF) 
(Abbildung  41).  Gegenüber 
den entsprechenden Peptiden 
von  HIV-1  Consensus  M 
(NNNTRKSIRIGPGQA), HIV-1 
Consensus  C  (NNNTRKSIRIGPGQT)  und  HIV-1  Mn  (NYNKRKRIHIGPGRA)  besitzt  der  
scFv B8/B10 keine Bindungsaktivität. Diese extrem eingeschränkte Reaktivität weist auf ein 
äußerst sequenzspezifisches Epitop hin. Peptid Nr. 5 von HIV-1 Consensus B ist verglichen 
mit  den  entsprechenden  Peptiden  der  anderen Consensussequenzen  (M  und  C),  sowie 
HIV-1 Mn um eine Aminosäure verschoben. Neben dieser Verschiebung unterscheiden sich 
die Peptide von Consensus B, M und C nur an zwei bzw. drei Stellen im C-terminalen  
Bereich (Histidin zu Arginin und Arginin zu Glutamin, bzw. Alanin zu Thymidin). Verglichen 
mit Peptid Nr.5 von HIV-1 Mn unterscheidet sich Peptid Nr.5 von HIV-1 Consensus B an 
drei Positionen im N-terminalen Bereich (Asparagin zu Tyrosin, Threonin zu Lysin, Serin zu 
Histidin). 
   
Abbildung 41: Epitopmapping von scFv B8/B10 
ELISA  Platten  wurden  mit  15mer  Peptide  der  Variablen  
Schleife 3  verschiedener  HIV-1  Consensussequenzen  (M,  B 
und C) und von HIV-1 Mn beschichtet. Die Peptide überlappen 
um je vier Aminosäuren (Tabelle 15). ERGEBNISSE 
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Tabelle 15: Sequenzen der 15mer Peptide zum Epitopmapping von scFv B8/B10 
Nr.  Consensus M  Consensus B  Consensus C  HIV-1 Mn 
1  IIVQLNESVEINCTR  IVQLNESVEINCTRP  IIVHLNESVEIVCTR  IIVHLNESVQINCTR 
2  LNESVEINCTRPNNN  NESVEINCTRPNNNT  LNESVEIVCTRPNNN  LNESVQINCTRPNYN 
3  VEINCTRPNNNTRKS  EINCTRPNNNTRKSI  VEIVCTRPNNNTRKS  VQINCTRPNYNKRKR 
4  CTRPNNNTRKSIRIG  TRPNNNTRKSIHIGP  CTRPNNNTRKSIRIG  CTRPNYNKRKRIHIG 
5  NNNTRKSIRIGPGQA  NNTRKSIHIGPGRAF  NNNTRKSIRIGPGQT  NYNKRKRIHIGPGRA 
6  RKSIRIGPGQAFYAT  KSIHIGPGRAFYTTG  RKSIRIGPGQTFYAT  RKRIHIGPGRAFYTT 
7  RIGPGQAFYATGDII  IGPGRAFYTTGEIIG  RIGPGQTFYATGDII  HIGPGRAFYTTKNII 
8  GQAFYATGDIIGDIR  RAFYTTGEIIGDIRQ  GQTFYATGDIIGDIR  GRAFYTTKNIIGTIR 
9  YATGDIIGDIRQAHC  TTGEIIGDIRQAHCN  YATGDIIGDIRQAHC  YTTKNIIGTIRQAHC 
10  DIIGDIRQAHCNISG  IIGDIRQAHCNISRA  DIIGDIRQAHCNISE  NIIGTIRQAHCNISR 
11  DIRQAHCNISGTKWN  IRQAHCNISRAKWNN  DIRQAHCNISEEKWN  TIRQAHCNISRAKWN 
12  AHCNISGTKWNKTLQ  HCNISRAKWNNTLKQ  AHCNISEEKWNKTLQ  AHCNISRAKWNDTLR 
Aminosäuren der Variablen Schleifen 3 (schwarz), Aminosäuren außerhalb V3 (grün), im Text beschriebene 
Aminosäuren (rot). 
3.6.2.4. Genetische Analyse der isolierten HIV-1 spezifischen scFv 
Ausgehend von den Aminosäuresequenzen der identifizierten scFv wurde mit Hilfe von 
VBASE2 eine genetische Analyse durchgeführt. Im Einklang mit der hohen Sequenzhomo-
logie der vier identifizierten scFv, weist auch die genetische Analyse ein hohes Maß an  
Gemeinsamkeiten auf. So ergibt sowohl die Analyse mit VBASE2 für alle V-D-J-Gene der 
vier identifizierten scFv, mit Ausnahme des J-Gens der leichten Kette von scFv E2/F3, eine 
hundertprozentige  Übereinstimmung  (Tabelle  16).  Die  in  den  Sequenzen  vorhandenen  
Mutationen scheinen zum großen Teil die Folge somatischer Hypermutationen zu sein. 
Liefern verschiedene VDJ-Gene die gleiche Trefferquote in der Analyse mit VBASE2, sind beide potenzielle 
Gene angegeben. Bei der Analyse greift VBASE2 auch auf die Datenbank IMGT zu und gibt die Ergebnisse 
dieser Analyse an. 
 
Tabelle 16: Genetische Analyse der isolierten HIV-1 spezifischen scFv Fragmente DISKUSSION 
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4. Diskussion 
Der klinische Verlauf einer HIV-1 Infektion ist von Person zu Person unterschiedlich und 
ergibt sich aus einem konzertierten Zusammenspiel genetischer, virologischer und immuno-
logischer Faktoren. Dieses bestimmt das Ausmaß der viralen Replikation und so den Verfall 
des  Immunsystems  sowie  das  Auftreten  opportunistischer  Infektionen.  Hierbei  dient  die  
Viruslast nach der ersten Immunantwort auf die Primärinfektion als prognostischer Marker, 
weil sie umgekehrt proportional zur Länge der Asymptomatischen Phase ist
214. Im Gegen-
satz zu normal-progredierenden HIV-1 Infizierten, zeichnen sich einige Patienten durch eine  
relativ  konstant  geringe  Viruslast  und  hohe  CD4
+-Zellzahl  über  einen  ungewöhnlich  
langen Zeitraum aus. In Folge dieser besonderen Charakteristika bleibt eine Progression 
der Infektion und somit evtl. opportunistische Infektionen aus. Bemerkenswert hierbei ist die 
Tatsache, dass diese Patienten keinerlei antivirale Therapie erhalten. In den letzten Jahren 
wurden  mehrere  genetische,  virologische  und  immunologische  Aspekte,  die  mit  einer  
solchen nicht-progredierenden Infektion korrelieren, identifiziert und teilweise eingehender 
untersucht.  Hierzu  zählen  genetische  Prädispositionen  wie  die  32bp  Deletion  in  ccr5 
(ccr532),  einige  HLA-B  Genotypen  und  die  damit  verbundene  zytotoxische  
T-Zellimmunantwort, die humorale Immunantwort, virusgenetische Polymorphismen sowie 
das Fehlen pathogener HIV-1 Viren im Verlauf der Infektion
45,252,259,289,303,370. Aufgrund des 
komplexen Wechselspiels dieser Faktoren ist die Bedeutung der einzelnen Aspekte für die 
Immunantwort  und  den  ungewöhnlichen  Infektionsverlauf  weiterhin  Gegenstand  
kontroverser  Diskussionen.  Anhand  eines  kleinen,  aber  gut  charakterisierten  LTNP-
Kollektivs soll im Rahmen dieser Arbeit die Bedeutung dieser Aspekte analysiert werden. 
4.1. Genetische Untersuchungen 
4.1.1. Klinische Daten der untersuchten Patienten 
Grundlage dieser Studie ist eine Gruppe von acht LNTP sowie eine Gruppe von HIV-1 
Kontrollpatienten. Sieben der LTNP (MH01-MH07) sowie alle HIV-1 Kontrollpatienten sind 
mit einem HIV-1 Virus vom Subtyp B infiziert. Bei LTNP MH08 erfolgte die Infektion mit  
einem Subtyp C Isolat. Die Infektion der LTNP Patienten erfolgte vor mindestens 17 Jahren. 
Sieben der LNTP (MH01-MH07) weisen über den gesamten Infektionsverlauf eine normale 
CD4
+-Zellzahl und eine geringe virale Last auf, was sie als LTNP charakterisiert. Die unter-
suchte Blutprobe von MH08 besitzt eine leicht verringerte CD4
+-Zellzahl sowie eine gering-
fügig  erhöhte  Viruslast  (19.000 Kopien/ml).  Gegen  Ende  2006  verschlechterten  sich  die  
klinischen Marker dieses Patienten weiter, so dass eine antivirale Therapie initiiert wurde. 
Streng genommen gehört MH08 somit zur Gruppe der Langsam-Progredierenden (SP), der DISKUSSION 
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Übergang  zwischen  den  einzelnen  Untergruppen  verläuft  jedoch  fließend  (Tabelle  3;  
6.1 unten). Die Gruppe der HIV-1 Kontrollpatienten wurde gezielt aufgrund ihrer klinischen 
Daten ausgewählt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass sowohl die Zahl der CD4
+-Zellen 
(p-Wert  =  0,5705)  als  auch  die  Viruslast  (p-Wert  =  0,3717)  mit  den Werten  der  LTNP-
Gruppe vergleichbar ist. Diese Auswahl ermöglicht einen aussagekräftigen Vergleich der 
Beteiligung  immunologischer  Faktoren  beider  Patientengruppen  an  der  Kontrolle  der  
Virämie. Die gezielte Auswahl der HIV-1 Kontrollpatienten stellt einen wichtigen Unterschied 
zu einer Vielzahl veröffentlichter Studien mit LTNP dar, in denen die Patienten der Kontroll-
gruppen über  einen vergleichbaren Zeitraum infiziert sind, jedoch völlig unterschiedliche  
klinische  Marker  aufweisen,  was  eine  aussagekräftigen  Vergleich  immunologischer  
Faktoren beeinflusst
8,40,259,359. Bei den Serumproben der Patienten S6 und S19 handelt es 
sich um Proben während, bei Patient P10 um eine Probe unmittelbar vor einer antiviralen  
Therapie. Die Serumproben der Patienten A6N3, H0E6, P5T5 und S3R8 wurden in den  
frühen Jahren der Infektion während der normalen, symptomfreien Phase gewonnen. Bei 
diesen Patienten ist der weitere Infektionsverlauf nicht bekannt, mit einer Wahrscheinlich-
keit von 81,5% (bei der Annahme, dass 5% aller HIV-1 Infizierten zur Gruppe der LTNP  
gehören) handelt es sich jedoch bei all diesen Patienten nicht um LTNP (Tabelle 3). 
4.1.2. Analyse der HIV-1 Gene env, nef, ref, tat, vpr 
Innerhalb der letzten Jahre wurden in mehreren HIV-1 Genen Mutationen identifiziert, die 
mehr  oder  minder  mit  einer  verlangsamten  oder  nicht-progredierenden  Infektion  zu  
korrelieren  scheinen
202,225,331,340,343,359.  Aufgrund  ihrer  zentralen  Stellung  im  Verlauf  der  
Infektion  sind  hierbei  die  viralen  Hüllproteine  gp41  und  gp120  von  herausragendem  
Interesse.  Aus  diesem  Grund  stellt  Env  den  Schwerpunkt  dieser  Untersuchungen  dar.  
Neben den Hüllproteinen, wurden auch die Hilfs- und akzessorischen Proteine (Nef, Rev, 
Tat,  Vpr  und  Vif)  auf  LTNP-assoziierte  Polymorphismen  oder  Defekte  hin  untersucht.  
Hierbei  stammt  die  am  besten  untersuchte  LTNP  Kohorte  mit  Deletionen  in  diesen  
Proteinen  aus  Australien.  Die  Patienten  dieser  Kohorte  wurden  über  ein  kontaminiertes 
Blutprodukt  mit  dem  gleichen  Nef-deletierten  Isolat  infiziert  und  eingehend  unter-
sucht
59,60,74,186. 
Die  Sequenzanalyse  von  Env  zeigt  für  jeden  der  analysierten  Patienten  einen  
funktionellen  Leserahmen  auf.  Bis  auf  eine  Mutation  in  der  sekundären  Protease-
schnittstelle in Env von MH08 ((K/R)500D) sind alle funktionell wichtigen Elemente voll-
ständig konserviert (Tabelle 5; 6.2 unten). Da für die Spaltung des Vorläuferproteins gp160 
eine funktionelle, primäre Schnittstelle ausreicht und die Gruppe um Valerie Bosch zeigen  
konnte, dass eine einzelne Mutation in der sekundären Schnittstelle keinen Effekt auf die 
Prozessierung  besitzt,  kann  diese  Mutation  vernachlässigt  werden
29.  Die  an  der  DISKUSSION 
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CD4-Rezeptor-  bzw.  Corezeptorbindung  beteiligten  Aminosäuren  sind  ebenfalls  weitest-
gehend konserviert oder weisen in beiden Patientengruppen identische Mutationen auf. 
Die Variationen der einzelnen Sequenzen konzentrieren sich erwartungsgemäß auf die 
Bereiche  V1  bis  V5,  die,  neben  Punktmutationen,  zahlreiche  Längenpolymorphismen  
aufweisen (6.2 unten). Eine Längenanalyse der Variablen Schleifen im Vergleich mit einer 
Gruppe Labor-adaptierter HIV-1 Isolate zeigt, dass eine bis drei der Variablen Schleifen in 
den Sequenzen der LTNP MH01, 02, 04, 06 und 08 verlängert sind. Die Sequenzen der 
HIV-1 Kontrollpatienten zeigen hingegen, bis auf eine verlängerte V1 Schleife in Patient 
S3R8,  keine  Längenpolymorphismen  (Tabelle  5).  Der  Schwerpunkt  der  Längenpolymor-
phismen liegt in beiden Patientengruppen im zusammenhängenden Bereich V1/V2 (Mittel-
wertLTNP: 78,0; MittelwertHIV-1  Kontrollpatienten: 71,2; MittelwertLabor-adaptierte  Stämme: 66,4). Während 
sich die Gruppe der HIV-1 Kontrollpatienten in der V1/V2-Länge signifikant von der Gruppe 
der Labor-adaptierten Isolate unterscheidet (p-Wert: 0,044), verfehlt die Gruppe der LTNP 
das  Signifikanzniveau  nur  knapp  (p-Wert:  0,057).  Ursache  hierfür  dürfte  die  hohe  
Varianz in der LTNP-Gruppe sein, die sich aufgrund der geringen Probenzahl stark auf die 
Signifikanzanalyse auswirkt (Abbildung 19). Dennoch wird ein klarer Trend in der Länge des 
V1/V2  Bereichs  zwischen  den  Gruppen  ersichtlich:  LTNP  >  HIV-1  Kontrollpatienten  >  
Labor-adaptierte Isolate. Bereits in früheren Studien wurden Insertionen in V1/V2 mit einer 
verlangsamten  Progression  korreliert
210,310,344.  Als  Ursache  wird  der  Selektionsdruck  der 
humoralen Immunantwort aufgeführt. Beim Versuch diesem zu entrinnen, kommt es, neben 
Punktmutationen  und  Mutationen  im  Glykosylierungsmuster,  zu  den  beschriebenen  
Längenpolymorphismen im Bereich von V1/V2
260,288. Aufgrund ihrer Positionierung in der 
Nähe der Corezeptorbindungsstelle handelt es sich bei den Variablen Schleifen V1/V2 um 
einen wichtigen Immunregulator, wodurch sich Variationen in ihrer Sequenz, Länge oder 
Glykosylierung auf die Neutralisationssensitivität, den Tropismus und den Infektionsverlauf 
auswirken
57,167,203,245,288. Interessant sind hierbei die Ergebnisse von Masciotra  et al., die  
einen  Zusammenhang  zwischen  Insertionen  in  V1/V2  und  dem  viralen  Tropismus  
aufzeigen. Der Studie nach führen die Insertionen zur Selektion von R5-tropen Viren und 
verhindern somit die Entstehung X4 bzw. R5X4-troper Isolate und die damit verbundene 
Progression
210. 
Einen weiteren Schutzmechanismus, dessen sich das Virus bedient, stellt das gut unter-
suchte und umfassend beschriebene Zuckerschild von HIV-1 Env dar. Durch die Akkumula-
tion von N-Glykosylierungen auf der Oberfläche der Hüllproteine wird die Antikörperbindung 
an die maskierten Bereiche der Oberflächenproteine verhindert
54,70,166,203,272. Bei den von 
uns  untersuchten  Env  konnten  nur  geringe  Änderungen  in  der  Zahl  potenzieller  
N-Glykosylierungsstellen nachgewiesen werden (MittelwertLNTP: 30,4; MittelwertHIV-1  Kontrollpa-
tienten: 29,8; MittelwertLabor-adaptierte  Stämme: 29,2). Wenngleich die durchschnittliche Anzahl an  DISKUSSION 
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N-Glykosylierungsstellen  der  einzelnen  Gruppen  keine  signifikanten  Unterschiede  
aufweisen,  können  bereits  einzelne  N-Glykosylierungsstellen  den  viralen  Phänotyp  
variieren
167,203,213,245,264. Eine Studie von Connor et al. mit sechs LTNP identifizierte funktio-
nelle env Gene in allen untersuchten LTNP. In Experimenten mit HIV-1 Env-rekombinanten 
Reporterviren dieser LTNP zeigen jedoch teilweise gravierende, funktionelle Defekte, die für 
ein Nicht-Progredieren dieser Patienten verantwortlich sein könnten
65. Welchen Einfluss die 
hier  identifizierten  N-Glykosylierungsmuster  auf  den  Phänotyp  der  einzelnen  Viren  
haben,  wird  in  den  Analysen  der  HIV-1  Env-rekombinanten  Reporterviren  beschrieben  
(4.2 unten). 
Die Analyse der Nef Proteinsequenzen weist auf ein funktionelles Nef in den Viren der 
LTNP hin. Funktionell wichtige Motive sind vollständig konserviert (Myristoylierungsstelle,  
Poly-Prolin-Helix,  CD4  Bindungsstelle,  PAK  Bindungsstelle  und  Phosphorylierungsstelle) 
oder  weisen  nur  minimale  Mutationen  auf  (Arginin  Cluster,  Saurer  Cluster,  -COP-
Bindungsstelle und V1H Bindungsdomäne). Die für die Dimerisierung von Nef essentielle 
Aminosäure D123 ist ebenfalls in allen Sequenzen vorhanden (Abbildung 21)
187,196. Dies 
deutet auf eine produktive Expression und vollständige Funktionalität von Nef hin, was sich 
mit mehreren Studien, die ebenso keine funktionellen Unterschiede bzw. LTNP-korrelierte 
Polymorphismen in Nef aufzeigen konnten, deckt
53,146,147,216,340. Andere Studien hingegen 
postulieren  LTNP-korrelierte  Mutationen  in  Nef  und  damit  verbundene  Effekte  auf  den  
Infektionsverlauf
47,68,164,205,266,331. Der Vergleich der LTNP Nef Sequenzen mit einem HIV-1 
Subtyp  B  Referenz-Set  führte  zur  Identifikation  mehrerer  Sequenzmuster.  In  Folge  der  
geringen Probenzahl ist die Aussagekraft der Daten jedoch limitiert. So stimmen viele als 
LTNP-spezifisch identifizierten Mutationen mit der aktuellen oder ehem. Konsensussequenz 
von HIV-1 Subtyp B überein und lediglich zwei der identifizierten Sequenzmuster (V11D 
und G12R) entsprechen nicht dem Konsensus von HIV-1 Subtyp B. Diese liegen jedoch in 
einem variableren Bereich von Nef und wurden bisher nicht in der Literatur beschrieben 
(Tabelle 6). In einer vergleichbaren Studie korrelieren Kirchhoff et al. mehrere potentielle 
Sequenzmuster  mit  einem  progredierenden  bzw.  nicht-progredierenden  Krankheits-
verlauf
164. Einige dieser Muster wurden auch von uns detektiert, entsprechen jedoch der 
Konsensussequenz und decken sich teilweise nicht in ihrer vermeintlichen Bedeutung mit 
unseren Ergebnissen. So korrelieren Kirchhoff et al. die Mutation A15 mit einer Progression 
und T15 mit dem LTNP-Status, während unsere Analyse die umgekehrte Zuordnung ergibt. 
Dies lässt erkennen, wie schwer eine detailierte Aussage über die Bedeutung einzelner  
Sequenzmuster auf den Phänotyp von Nef ist. Ohne funktionelle Analyse der Mutationen 
scheint  eine  fundierte  Aussage  über  die  Bedeutung  der  identifizierten  Sequenzmuster  
nahezu unmöglich. Am eindrucksvollsten wird die potenzielle Bedeutung von Nef für die  
Pathogenität  der Viren durch eine Studie mit Nef verschiedener SIV bzw. HIV-1 Isolate  DISKUSSION 
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aufgezeigt. Während Nef nicht-pathogener SIV-Isolate in der Lage ist, die Immunantwort 
des  infizierten  Wirts  unter  Kontrolle  zu  halten  und  so  hilft  eine  persistente,  nicht-
progredierende  Infektion  zu  gewährleisten,  ist  HIV-1  Nef  und  seine  phylogenetisch  
nahesten Verwandten dazu außerstande. Vielmehr kommt es hier durch die unkontrollierte 
virale  Replikation  zu  einer  chronischen,  pathogenen  Infektion  und  letztendlich  zum  
Zusammenbruch  des  Immunsystems
299.  Wenngleich  der  Großteil  der  HIV-1  Nef  diese  
Charakteristika  aufweisen,  konnten  jedoch  einige  Isolate  mit  einer  verminderten  
Nef-vermittelten  Pathogenität  identifiziert  werden
236,267.  Der  genaue  Beitrag  von  Nef  zur 
verminderten  Pathogenität  und  dem  Ausbleiben  einer  Progression,  ist  jedoch  weiterhin  
ungeklärt und Gegenstand mehrerer Studien
68,146. Dies zeigt die Komplexität des Wechsel-
spiels zwischen Nef und dem Immunsystem sowie die Schwierigkeiten einer detailierten 
Analyse dieser Interaktion (siehe 4.1.3). 
Die Analyse der Rev Proteinsequenzen zeigt, neben einem offenen Leserahmen in allen 
Sequenzen, dass sowohl funktionell wichtige Domänen (Hoch-affine Bindungsstelle bzw. 
Leucin-reiche  Effektordomäne)  als  auch  essentielle  Aminosäuren  (L12,  V16,  L60)  
vollständig konserviert sind (Abbildung 22). Bei den identifizierten Sequenzmustern handelt 
es sich, bis auf eine Ausnahme, um die aktuelle bzw. ehemalige Konsensussequenz von 
HIV-1  Subtyp  B  (Tabelle  7).  Das  verbleibende  Sequenzmuster  (I55L)  ist  zum  einen 
schwach ausgeprägt, zum anderen handelt es sich um eine konservative Mutation. Eine 
nicht-progredierende Infektion als Folge dieser Polymorphismen erscheint somit unwahr-
scheinlich. Die in der Literatur beschriebene LTNP-assoziierte Mutation (L78I) liegt nur in 
LTNP  MH08  vor,  wobei  es  sich  hier  um  die  Konsensussequenz  von  HIV-1  Subtyp  C  
handelt
154. Mehrere Untersuchungen viraler Gene weisen ebenfalls darauf hin, dass eine 
nicht-progredierende Infektion nicht durch Mutationen in Rev erklärt werden kann
3,359. 
Die Sequenzen von Tat zeigten ebenfalls keine Besonderheiten, die ein Ausbleiben der 
Progression  in  einem  der  LTNP  eindeutig  begründen  würden.  Wenngleich  einige  der  
Sequenzen  ein  vorzeitiges  Stopcodon  besitzen,  so  sind  die  zur  Ausbildung  der  intra-
molekularen  Disulfidbrücke  notwendigen  Cysteine,  sowie  die  Kernlokalisierungssequenz 
(NLS) vollständig konserviert. Weil für die Funktionalität von Tat lediglich das erste Exon 
notwendig ist, sind die detektierten N-terminalen Verkürzungen ohne Bedeutung. Dies zeigt 
sich auch daran, dass HxB2R ebenfalls ein vorzeitiges Stopcodon aufweist (Abbildung 23). 
Im  Sequenzvergleich  wurden  neun  Sequenzmuster  identifiziert,  wovon  sechs  Poly-
morphismen  der  Konsensussequenz  von  HIV-1  Subtyp  B  entsprechen  oder  im  zweiten 
Exon liegen. In einer Studie von Jenninga et al. über Tat Proteine unterschiedlicher HIV-1 
Isolate, wurden mehrere Mutationen mit einer verringerten Tat Aktivität korreliert, die auch 
von  uns  als  Sequenzmuster  identifiziert  wurden
157.  Drei  dieser  Polymorphismen  
entsprechen allerdings der aktuellen bzw. ehemaligen Konsensussequenz von HIV-1 Sub-DISKUSSION 
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typ B. Eine weiterer Polymorphismus (A58T) stimmt wiederum mit der Konsensussequenz 
zahlreicher  anderer  HIV-1  Subtypen  überein  (Tabelle  8).  Ebenfalls  von  Jenninga  et  al.  
beschrieben  wird  der  Polymorphismus  N24T.  Einen  Einfluss  auf  die  Funktion  von  Tat 
schließt diese Studie jedoch aus. 
Funktionelle  Leserahmen  und  vollständig  konservierte  funktionelle  Domänen  (Oligo-
merisierungsbereich, amphipatische -Helix, NLS und H(S/F)RIG-Motive) sind auch in den 
Vpr Sequenzen zu finden (Abbildung 24). Der Vergleich beider Sequenzgruppen führte zur 
Identifikation  von  vier  Sequenzmuster,  wobei  der  Polymorphismen  (R77Q)  bereits  
beschriebenen  und  mit  einer  nicht-progredierenden  Infektion  in  Verbindung  gebracht  
wurde
202,225.  Fünf  der  LTNP  Patienten  sowie  ein  HIV-1  Kontrollpatient  weisen  diese  
Mutation auf. Gegen eine Bedeutung dieser Mutation für den Infektionsverlauf sprechen  
die Tatsache, dass Q77 der Konsensussequenz von HIV-1 Subtyp B entspricht und in 65% 
der Vpr Sequenzen der Los Alamos HIV-1 Sequenzdatenbank vorliegt, sowie die Ergebnis-
se mehrerer Studien (Tabelle 9)
58,93. Die übrigen drei Polyorphismen entsprechen entweder 
der HIV-1 Subtyp B Konsensussequenz oder sind mehrfach in der Los Alamos HIV-1 Se-
quenzdatenbank  vertreten
187.  Eine  evtl.  Bedeutung  dieser  Mutation  kann  allerdings  erst 
durch  funktionelle  Untersuchungen  entsprechender  Vpr-Mutanten  ermittelt  werden.  
Eine bereits beschriebene Q3R Mutation, die eine verringerte Zytopathogenität zur Folge 
hat, ist in zwei der hier untersuchten LTNP Patienten vorhanden
318. Diese soll mit einer  
höheren CD4
+-Zellzahl im Blut der Patienten einhergehen und so ein Nicht-Progredieren 
begünstigen. 
In  der  Summe  deuten  sowohl  unsere  eigenen,  als  auch  die  Untersuchungen  anderer 
Gruppen darauf hin, dass Mutationen viraler Gene bestenfalls einen limitierten Einfluss auf 
den  Infektionsverlauf  der  hier  untersuchten  LTNP  besitzen
3,359.  Dieser  Effekt  ist  umso  
größer, je höher der durch die Mutation hervorgerufene Fitnessverlust ist. Am deutlichsten 
wird  dieser  Zusammenhang  am  Beispiel  nicht-progredierender  HIV-1  Infizierter,  die  mit  
einem  attenuierten  Virus  infiziert  sind.  Hierbei  handelt  es  sich  jedoch  in  der  Regel  um  
größere Mutationen (Deletionen oder Insertionen), die nicht durch eine einfache Reversion 
behoben werden können
3,74,168. Die von uns untersuchten viralen Proteine weisen hingegen 
meist nur einfache Punktmutationen auf. Da es bei hoher viraler Last in einem Patienten 
täglich  zur  Ausbildung  jedes  erdenklichen  Polymorphismus  im  viralen  Genom  kommt,  
erscheint  es  unwahrscheinlich  das  die  hier  identifizierten  ‚LTNP-spezifischen‘  Sequenz-
muster per se die Ursache einer nicht-progredierenden Infektion sind
7. Wären die von uns 
identifizierten  Mutationen  mit  einem  entsprechenden  Fitnessverlust  korreliert,  würde  es  
innerhalb kürzester Zeit zur Entstehung von Reversionsmutanten kommen
5. Vielmehr ist 
davon auszugehen, dass es sich bei den identifizierten ‚LTNP-spezifischen‘ Polymorphis-
men  um  Fluchtmutanten  in  Folge  des  humoralen  oder  zellulären  Selektionsdrucks  zu  DISKUSSION 
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handeln. Ihre Existenz deutet darauf hin, dass verschiedene Mutationen mit einem unter-
schiedlich  großen  Verlust  an  Infektiosität,  Replikationseffizienz  oder  Pathogenität  
korrelieren. Bei ‚LTNP-spezifischen‘ Mutationen scheint dieser ungewöhnlich groß zu sein 
und nur schwer oder teilweise gar nicht durch Folgemutationen ausgeglichen werden zu 
können.  Das  Virus  steht  somit  vor  der  Wahl  durch  das  Immunsystem  detektiert  und  
eliminiert zu werden, oder einen gravierenden Teil seiner Funktionalität einzubüßen. Die 
Fluchtmutante  stellt  somit  einen  Kompromiss  aus  Resistenzgewinn  und  Fitnessverlust 
dar
3,91,198,301,316. Gelingt es dem Virus der Immunantwort zu entrinnen, ohne dabei einen 
gravierenden  Fitnessverlust  zu  erleiden  oder  diesen  durch  zusätzliche  Mutationen  zu  
kompensieren, kann dies zur Progression der Infektion führen
12,28,122. Ist die Immunantwort 
umgekehrt  gegen  mehrere  Epitope,  deren  Mutation  einen  deutlichen  Fitnessverlust  zur  
Folge  hätte,  gerichtet,  kann  die  Progression  trotz  Mutationen  in  einigen  dieser  Epitope  
unterdrückt oder zumindest verlangsamt werden 
9,76. Die Identifikation und Untersuchung 
‚LTNP-spezifischer‘ Mutationen kann somit helfen das Wechselspiel zwischen Virus und 
Immunsystem zu verstehen und aufzuzeigen, welche Epitope in Folge einer Vakzinierung 
detektiert  werden  sollten,  um  einen  möglichst  umfassenden  Schutz  zu  erzie-
len
13,188,189,198,301,326. 
4.1.3. ccr5 Genotyp und HLA-B Typisierung 
Zwei  der  bedeutendsten  wirtsgenetischen  Modulatoren  der  Progression  sind  der  ccr5-
Genotyp sowie die HLA-B Genotypen. Hierbei ist die 32bp Deletion in ccr5 (ccr532) der 
am besten beschriebene LTNP-korrelierte wirtsgenetische Faktor. Bereits der heterozygote 
Genotyp führt zu einer partiellen Resistenz gegenüber HIV-1 und wurde mit einer nicht-
progredierenden  Infektion  in  Verbindung  gebracht
75,124,204,322.  Die  Ergebnisse  neuerer  
Studien legen nahe, dass der ccr532bp Genotyp für sich alleine nicht für das Ausbleiben 
einer Progression verantwortlich ist, sondern weitere Determinanten notwendig sind
212,233. 
Die  Analyse  der  ccr5  Gene  der  hier  untersuchten  LTNP  Patienten  ergab,  dass  alle  
homozygot für den Wildtyp von ccr5 sind (Tabelle 4). Eine nicht-progredierende Infektion in 
Folge  dieses  Genotyps  kann  somit  vollständig  ausgeschlossen  werden.  Zwei  weitere,  
oftmals  im  Zusammenhang  mit  ccr532  diskutierten  genetischen  Marker  (ccr2-64I  und  
SDF1-3’A) wurden aus diesem Grund nicht von uns untersucht, weil sie nur bei Patienten 
mit einem ccr532/ccr5 Genotyp einen Einfluss auf den Infektionsverlauf nehmen und somit 
für die von uns untersuchten Patienten ohne Bedeutung sind
132,212,217. 
Einen entscheidenden Einfluss auf die Progression einer HIV-1 Infektion besitzen auch 
die HLA-Allele. Diese sind durch die Ausbildung der MHC-Komplexe für die Präsentation 
körpereigener und körperfremder Peptide auf der Zelloberfläche und somit für die zelluläre 
Immunantwort  von  zentraler  Bedeutung.  Mehrere  Untersuchungen  zeigen,  dass  die  DISKUSSION 
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genetische Prädisposition der HLA-Typen mit einem unterschiedlichen Verlauf der HIV-1 
Infektion korreliert. Hierbei gibt es sowohl Genotypen die eine Progression begünstigen, als 
auch  solche  die  den  Infektionsverlauf  verlangsamen
27,110,131,204,220.  Die  Typisierung  der  
HLA-B Genotypen identifizierte die HLA-Typen B*5701 und B*27 je einmal in LNTP MH03 
bzw.  MH06,  sowie  B*14  in  MH04  und  MH07  (Tabelle  4).  Diese  HLA-Typen  wurden  in  
mehreren  Studien  mit  einem  verlangsamten  Infektionsverlauf  in  Verbindung  gebracht,  
wobei die Bedeutung des HLA-Typs B*14 nicht eindeutig geklärt zu sein scheint. Ebenso 
stellt eine neuere Untersuchung die Bedeutung des HLA-Typs B*27 in Frage
77,131,204,220,342. 
So  zeigte  die  Analyse  der  zellulären  Immunantwort  der  LTNP,  trotz  der  identifizierten  
HLA-Typen, eine vergleichbare Reaktivität wie die von HIV-1 Progressoren 
281. Lässt dies 
einen  entscheidenden  Beitrag  der  zellulären  Immunantwort  zum  LTNP-Status  unserer  
Patienten  auch  unwahrscheinlich  aussehen,  gilt  es  jedoch  zu  bedenken,  dass  neueren  
Studien zufolge nicht die Stärke der zellulären Immunantwort sondern deren Qualität von  
entscheidender Bedeutung ist
17. Diese wurde in der Analyse der zellulären Immunantwort 
unserer LTNP allerdings nicht untersucht, da diese zu einem früheren Zeitpunkt erfolgte. 
Der genaue Einfluss der identifizierten HLA-Typen auf den Infektionsverlauf bleibt somit  
unbeantwortet und müsste durch weitere Analysen eingehender untersucht werden. 
Anhand der hier gewonnenen Erkenntnisse und der Resultate zahlreicher Studien zeigt 
sich  der  mögliche  Einfluss  verschiedener  Wirts-genetischer  Prädispositionen  auf  den  
Infektionsverlauf. Das Vorliegen einzelner genetischer Prädispositionen stellt jedoch keine 
Garantie  für  eine  Nicht-Progression  dar.  Beispiele  hierfür  sind  HIV-1  Infizierte  die  trotz 
ccr532 Genotyp oder protektiver HLA-Allele einen normalen Infektionsverlauf aufweisen. 
Erst  das  Zusammenspiel  mehrerer  gentischer  Marker  wirkt  sich  entsprechend  auf  den  
Infektionsverlauf aus
204,233. Das Potenzial sowie die Grenzen dieses genetischen Einflusses 
zeigen Studien HIV-1 infizierter Zwillinge oder Kohorten mit gleichem Infektionsursprung. 
Dabei zeigen Untersuchungen HIV-1 infizierter, monozygoter Zwillinge von Draenert et al., 
dass  die  Viren  der  Zwillinge  einen  ähnlichen  Infektionsverlauf  verursachen  und  auf  den 
gleichen genetischen und humoralen Druck mit vergleichbaren Fluchtmutanten reagieren. 
Hutto  et  al.  konnten  wiederum  zeigen,  dass  Unterschiede  im  Infektionsverlauf  von  
Zwillingen unter anderem auf die An- bzw. Abwesenheit von neutralisierenden Antikörpern 
und ADCC zurückgeführt werden könnte
81,121,153.  
Welchen Beitrag die zelluläre bzw. humorale Immunantwort für die nicht-progredierende 
Infektion der einzelnen LTNP besitzen bleibt unbeantwortet. Beide Teile des Immunsystems 
können  jedoch  zu  einer  nicht-progredierenden  Infektion  beitragen.  So  wird  eine  breit-
reaktive  Neutralisationsaktivität  im  Serum  ebenso  mit  einem  nicht-progredierenden  
Infektionsverlauf  in  Verbindung  gebracht,  wie  eine  starke  zelluläre  Immun-
antwort
11,45,48,89,122,370.  Eine  erfolgreiche  Kontrolle  der  Infektion  muss  jedoch  nicht  aus-DISKUSSION 
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schließlich auf dem einen oder dem anderen Arm des Immunsystems beruhen, sondern 
kann von beiden getragen werden. Dies zeigen mehrere Studien, bei denen der Verlust der 
humoralen oder zellulären Immunantwort der Patienten nicht zur Progression führt
9,155,258. 
Wenngleich  für  eine  erfolgreiche  zelluläre  Immunantwort  bereits  die  Detektion  weniger  
Epitope ausreichen kann, so bleibt das zelluläre Immunsystem dennoch aufgrund seiner 
HLA-Genotypen in seiner Anpassungsfähigkeit limitiert. Kumulieren im Verlauf der Infektion 
mehrere  Mutationen,  kann  dies  zu  einem  Kontrollverlust  und  zur  Progression  
führen
111,158,159,222. Im Gegensatz zur zellulären Immunantwort, besitzt die humorale Immun-
antwort  hingegen  die  Fähigkeit  ein  Antikörperparatop  gegen  scheinbar  jedes  beliebige  
Antigen  zu  entwickeln.  Diese  nahezu  unbegrenzte  Anpassungsfähigkeit,  sowie  die  
Fähigkeit  der  humoralen  Immunantwort  ein  Pathogen  durch  direkte  Neutralisation  oder  
einer Vielzahl von Effektormechanismen (Antikörper-vermittelte Zellzytotoxizität, Antikörper-
vermittelte  Komplementaktivierung,  Phagozytose)  zu  bekämpfen,  prädestiniert  die  
humoralen Immunantwort für den Kampf gegen ein hochvariables Antigen wie HIV-1
37,153. 
4.2. Infektiosität und Effizienz der frühen Replikationsschritte HIV-1 Env-
RRV 
Aufgrund der sehr geringen viralen Last gelang es nicht die Viren der LTNP in vitro zu  
kultivieren,  um  umfassende Studien durchzuführen. Da die Env vermittelte Bindung und  
Fusion mit der Zelle allerdings zwei der wichtigsten Schritte des viralen Replikationszyklus 
darstellen,  können  HIV-1  Env-rekombinanten  Reporterviren  für  aussagekräftige  
Untersuchungen  viraler  Eigenschaften  genutzt  werden
207,275.  Die  Gewinnung  der  HIV-1  
Env-rekombinanten  Reporterviren  erfolgte  mit  dem  Plasmid  pTN7-env  von  PD  Dr.  M. 
Dittmar. Dieses System ermöglicht die Herstellung von HIV-1 Env-rekombinanten Reporter-
viren, denen das Gen Renilla Luciferase als Reportergen dient
241. Es gelang uns HIV-1 
Env-rekombinante Reporterviren von vier LTNP (MH01, MH03, MH06, MH08), vier HIV-1 
Kontrollpatienten  (H0E6,  P5T5,  S3R8,  S19)  und  drei  HIV-1  Labor-adaptierten  Stämmen 
(D117III,  89.6,  YU2)  herzustellen.  Dies  ermöglichte  es  die  Funktionalität  und  
Neutralisationssensitivität der patienteneigenen Env-Proteine in einem einheitlichen Kontext 
zu überprüfen. 
Zunächst  wurde die  Infektiosität  der generierten  HIV-1 Env-rekombinanten Reportviren 
bestimmt. Diese ist sowohl in der Gruppe der LTNP (Mittelwert: 3,62·10
-8 IU/U), als auch 
der HIV-1 Kontrollpatienten (Mittelwert: 6,61·10
-9 IU/U) deutlich geringer als in der Gruppe 
der Labor-adaptierten Stämme (Mittelwert: 2,22·10
-4 IU/U). Während sich die Infektiosität 
der  HIV-1  Env-RRV  beider  Patientengruppen  nicht  signifikant  unterscheidet  (p-Werte: 
0,137),  ist  die  Infektiosität  der  Labor-adaptierten  HIV-1  Env-RRV  signifikant  besser  
(p-WertLNTP/Labor-adaptierte  Stämme:  0,018  bzw.  p-WertHIV-1  Kontrollpatienten/Labor-adaptierte  Stämme:  0,009) DISKUSSION 
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(Tabelle  10;  Abbildung  25).  In  einer  weiteren  Analyse  wurde  die  Effizienz  der  frühen  
Replikationsschritte der HIV-1 Env-rekombinanten Reporterviren überprüft. Auch hier zeigt 
die Gruppe der Labor-adaptierten Stämme (Mittelwert: 170,425) deutlich höhere Werte als 
die  Gruppen  der  LTNP  (Mittelwert:  0,327)  bzw.  der  HIV-1  Kontrollpatienten  
(Mittelwert:  0,0275).  Erneut  besteht  zwischen  der  Gruppe  der  LTNP  und  der  HIV-1  
Kontrollpatienten kein signifikanter Unterschied (p-WertLTNP/HIV-1 Kontrollpatienten: 0,6415), jedoch 
zwischen der  Gruppe der  Labor-adaptierten Stämme  und den beiden Gruppen  primärer 
HIV-1 Env-RRV (p-WertLTNP/Labor-adaptierte Stämme: 0,0004 bzw. p-WertHIV-1 Kontrollpatienten/Labor-adaptierte 
Stämme:  0,0034)  (Tabelle  10  und  Abbildung  27).  Diese  Beobachtungen  stimmen  mit  den  
Resultaten früherer  Untersuchungen  überein, die  ebenfalls eine größere Infektiosität bei 
Labor-adaptierten Stämmen im Vergleich mit primären Viren aufzeigen. Als Grund hierfür 
werden  oft  Veränderungen  in  der  Env-Sequenz  ins  Feld  geführt
167,268.  Auch  die  hier  
untersuchten primären Env unterscheiden sich – zum Teil signifikant – in der Länge der  
Variablen Schleifen (vor allem V1/V2) von den Env Proteinen Labor-adaptierter Stämme 
(3.1.3.1  oben).  Das  Fehlen  eines  Selektionsdrucks  bei  der  in  vitro  Kultivierung  Labor-
adaptierter  Stämme  führt,  durch  entsprechende  Veränderungen  der  Hüllproteine,  zur  
Ausbildung  hoch-infektiöser  HIV-1  Stämme
208,268.  Primäre  Isolate  sind  hingegen  in  vivo  
dazu gezwungen der Immunantwort zu entrinnen. Hierzu bedienen sie sich einer Vielzahl 
von  Schutzmechanismen  zu  denen,  neben  einfachen  Sequenzmutationen,  das  Zucker-
schild  sowie  die  Längenvariation  der  Variablen  Schleifen  gehören.  In  Folge  dieser  
Mutationen  entstehen  neutralisationsresistente  aber  weniger  replikationskompetente  
Viren,  die  die  Infektion  tragen
70,102.  Untersuchungen  mit  in  vivo  passagierten  Labor-
adaptierten  SHIV-Isolaten  in  Affenmodellen  zeigen  diese  Zusammenhänge  eindrucksvoll 
auf. Bereits eine geringe Zahl von rund 15 Mutationen in der Env Proteinsequenz kann zur 
Ausbildung  pathogener,  neutralisationsresistenter  Isolate  führen,  die  jedoch  eine  
verminderte Replikationsfähigkeit besitzen. Der Großteil der identifizierten Mutationen liegt 
hierbei in den Variablen Schleifen V1/V2 bzw. V3 und in der an der CD4-Rezeptorbindung 
beteiligten C4-Region
86,87,361. 
Ein  Hinweis  auf  diese  Mechanismen  liefert  die  Analyse  der  Effizienz  der  frühen  
Replikationsschritte  in  Abhängigkeit  der  Länge  von  V1/V2.  Hier  ist  eine  schwach  
ausgeprägte,  inverse  Korrelation  zu  erkennen  (Abbildung  28).  Die  Aussagekraft  dieser  
Analyse  ist  jedoch  limitiert,  da  weder  die  Zahl  der  N-Glykosylierungsstellen  noch  deren  
Position  berücksichtigt  wurden,  die  allerdings  einen  beachtlichen  Einfluss  auf  die  
Infektiosität haben können
167,203,245,288,350. Eine Studie mit V1/V2 Mutanten unterschiedlicher 
Länge,  N-Glykosylierungen  und  Ladung  zeigt,  dass  für  die  Funktionalität  von  Env  eine  
minimale Länge von 40 Aminosäuren in V2 notwendig ist und ferner welche Konsequenzen 
die  Veränderung  der  untersuchten  Parameter  haben
97.  Mehrere  Studien  zeigen  zudem, DISKUSSION 
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dass  Insertionen  in  V1/V2  überwiegend  in  Patienten  mit  verlangsamten  oder  nicht-
progredierenden Infektionen nachgewiesen werden können, und sehe Polymorphismen als 
Reaktion des Virus auf eine funktionelle Immunantwort
97,310. Wird bedacht, dass der V1/V2 
Bereich im Env-Trimer zur Maskierung der CD4-Bindungsstelle beiträgt und selbst Teil der 
Corezeptorbindungsstelle  ist,  wird  klar  warum  Mutationen  in  diesem  Bereich  einen  
ausgeprägten  Effekt  auf  Replikation,  Infektiosität,  Pathogenität  und  die  Neutralisations-
eigenschaft  der  Viren  haben  können
43,97,167,203,245,310,355,361.  Die  tendenziell  verlängerten  
Variablen Schleifen in den Env Proteinen der LTNP-Patienten führen jedoch zu keinem  
signifikanten  Verlust  der  Infektiosität  bzw.  Effizienz  der  frühen  Replikationsschritte  der  
untersuchten HIV-1 Env-RRV. Hierbei decken sich unsere Ergebnisse mit den Resultaten 
einer Studie von Candotti et al. die ebenfalls zeigt, dass von LTNP abgeleitete Viren keinen 
signifikanten Unterschied in der Replikation aufweisen
40. Zwei weitere Studien mit Isolaten 
von  Elite  Suppressoren  bzw.  LTNP  zeigen  ebenfalls  keine  Unterschiede  in  der  in  vitro  
Replikation der analysierten Viren
25,210. Andere Studien hingegen zeigen eine Korrelation 
der Replikationskapazität viraler Isolate und der Viruslast im Blut der Infizierten. Weil die  
Viruslast im Blut von LTNP Patienten deutlich geringer ist, als in normal-progredierenden 
HIV-1  Infizierten,  sollten  demnach  die  Isolate  von  LTNP  eine  verringerte  Replikations-
kapazität aufweisen
23,39,273,337. 
Zusammen mit der Analyse der Env-Sequenzen, sprechen die vergleichbare Infektiosität 
bzw. Effizienz der frühen Replikationsschritte gegen eine nicht-progredierende Infektion in 
Folge defekter Hüllproteine oder Viren (Abbildung 25, Abbildung 27, Abbildung 43). Die von 
uns  untersuchten  HIV-1  Env  lassen,  außer  dem  mehrfach  beschriebenen  Trend  zu  
verlängerten  Variablen  Schleifen  in  den  Hüllproteinen  von  LTNP,  keine  Besonderheiten  
erkennen (Tabelle 5). Es gilt zu bedenken, dass HIV-1 Env-RRV nur dazu in der Lage sind 
den Env bedingten Einfluss auf Infektiosität bzw. Replikation zu bestimmen. Den Einfluss 
anderer viraler Gene kann mit diesen Viren nicht bestimmt werden. Aufgrund der zentralen 
Bedeutung  der  Hüllproteine  für  den  Tropismus,  die  Replikation  und  die  Sensitivität  des  
Virus gegenüber der humoralen Immunantwort sind die Ergebnisse der Untersuchungen mit 
HIV-1 Env-RRV größtenteils repräsentativ für die korrespondierenden Isolate
201,207,275,288. 
4.3. Neutralisation von HIV-1 Env-RRV 
Um die Bedeutung der humoralen Immunantwort für die Kontrolle der Infektion bewerten 
zu können, wurden umfassende Neutralisationsstudien mit den Seren der LTNP und HIV-1 
Kontrollpatienten  durchgeführt  (Tabelle  17).  Die  Seren  der  LTNP-Patienten  zeigen  im  
Vergleich  zu  den  HIV-1  Kontrollpatienten  sowohl  eine  signifikant  höhere  IC50  
(MittelwertLTNP:  1.227;  MittelwertHIV-1  Kontrollpatienten:  475;  p-Wert:  0,0032)  als  auch  IC90  
(MittelwertLTNP: 144; MittelwertHIV-1 Kontrollpatienten: 43; p-Wert: 0,0050) (Abbildung 29). Bewegen DISKUSSION 
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sich die Unterschiede zwischen beiden Gruppen auch innerhalb einer Größenordnung so 
wird klar ersichtlich, dass die humorale Immunantwort der LTNP-Patienten denen der HIV-1 
Kontrollpatienten überlegen ist. Erkennbar wird dies anhand der signifikanten Unterschiede 
beider Gruppen. Einen weiteren Hinweis auf die überlegene humorale Immunantwort der 
LTNP Patienten liefert die Zahl der Virus/Serumkombinationen die nicht zu einer 50%igen 
bzw.  90%igen  Neutralisation  führen.  Während  bei  den  LTNP-Seren  keine  Virus/Serum-
kombination  eine  50%ige  Neutralisation  verfehlt  (0/63),  erreichen  neun  Virus/Serum-
kombinationen  der  HIV-1  Kontrollpatienten  keine  50%ige  Neutralisation  (9/63;  p-Wert: 
0,0021). Noch deutlicher ist der Unterschied zwischen beiden Patientengruppen  bei  der 
Zahl der Virus/Serumkombinationen die keine 90%ige Neutralisation erreichen (LTNP: 6/63; 
HIV-1 Kontrollpatienten: 23/63; p-Wert: 0,0003). In einer Vielzahl weiterer Studien wurde 
ebenfalls eine bessere und breitere humorale Immunantwort bei LTNP Patienten aufgezeigt 
und  mit  einer  nicht-progredierenden  Infektion  in  Zusammenhang  gebracht
44,45,48,226,259,370. 
Allerdings  vergleichen  die  meisten  dieser  Studien  die  Immunantwort  der  LTNP  mit  weit  
fortgeschrittenen  Patienten,  zum  Teil  auch  Patienten  mit  AIDS.  Aufgrund  des  stark  
beeinflussten Immunsystems der Kontrollgruppen ist eine bessere Immunantwort der LTNP 
in diesen Studien  wenig aussagekräftig.  Im Gegensatz dazu  werden hier  zwei Gruppen 
HIV-1  Infizierter  mit  vergleichbaren  klinischen  Markern  untersucht  (Tabelle  3).  Der  
beobachtete Unterschied in der Neutralisationskapazität stellt somit die bessere humorale 
Immunantwort  der  LTNP  Patienten  gegenüber  einer  Kontrollgrupp  mit  vergleichbarem  
Immunstatus dar. 
Interessant sind in diesem Zusammenhang auch die verlängerten Variablen Schleifen in 
den  Env-Sequenzen  der  LTNP  sowie  das  Vorhandensein  ‚LTNP-spezifischer‘  Sequenz-
muster  in  den  untersuchten  viralen  Genen  (4.1.2  oben).  Hierbei  handelt  es  sich  um  
Anzeichen  einer  viralen  Adaption  an  die  Immunantwort,  was  die  Ergebnisse  unserer  
Neutralisationsstudien  untermauern.  Um  der  Immunantwort  zu  entkommen,  bedient  sich 
das Virus in seiner Entwicklung zahlreicher Verteidigungsmechanismen. Neben den bereits  
beschriebenen  Veränderungen  der  Variablen  Schleifen  sind  dies  vor  allem  Sequenz-
mutationen  und  eine  ständige  Adaption  des  Zuckerschilds  auf  der  Oberfläche  der  
Hüllproteine
70,203,210,213,260,264,288. Dacheux et al. zeigen die Zusammenhänge zwischen der 
Adaption dieses Zuckerschilds und der  Modulation potentieller  Epitope  auf. Sie konnten 
zeigen, dass das Epitop für den nAK 2G12 mehrere Jahre nach der Infektion, aber nicht in 
den  Primärviren,  die  die  Infektion  tragen,  vorhanden  ist
70.  Die  Ausbildung  eines  neuen  
Antikörperepitops erscheint zunächst unvorteilhaft für das Virus. Wird jedoch bedacht wie 
selten die Ausreifung von 2G12-ähnlichen Antikörpern ist und wiegt dies mit der Maskierung 
zahlreicher Epitope auf der Oberfläche der Hüllproteine durch das Zuckerschild auf, wird 
der Nutzen für das Virus ersichtlich
296,336,346,354,374. Zusätzlich kann das Zuckerschild eine DISKUSSION 
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Interaktion zwischen dem Virus und dem Lectin DC-SIGN, auf der Oberfläche Dendritischer 
Zellen in der Peripherie des Körpers, vermitteln. Diese Interaktion führt zur Endozytose der 
Viren. Hierbei kommt es zwar nicht zur Infektion der Dendritischen Zellen, jedoch bleiben 
einige der internalisierten Viren teilweise infektiös und die Dendritischen Zellen beginnen in 
die  Lymphatische  Organe  zu  migrieren.  Dort  angekommen  werden  die  identifizierten  
Pathogene (die HI-Viren) von den Dendritischen Zellen CD4
+-T-Zellen präsentiert, was zur 
Initialisierung der adaptiven Immunantwort führt. Durch die verbliebenen infektiösen Viren 
kommt  es  hierbei  aber  auch  zur  Infektion  der  CD4
+-T-Zellen.  Dieser  Vorgang  wird  als  
Infektion in trans bezeichnet. Neben der protektiven Wirkung unterstützt das Zuckerschild 
somit die Replikation des Virus, in dem es die Dendritischen Zellen als ‚Trojanisches Pferd‘ 
nutzt, um sich von diesen in die CD4
+-T-Zell-reichen Lymphatischen Organe einschleusen 
zu lassen
69,85,112,176,290. 
Es wird ersichtlich, wie komplex die Zusammenhänge im Wechselspiel viraler Mutation 
und Immunantwort sind. Wenngleich das Virus in seiner Entwicklung durch die humorale 
Immunantwort ‚geformt‘ wird, gelingt es dem Virus dennoch, der Immunantwort meist einen 
Schritt voraus zu sein und ihr zu entrinnen
37,102,254,277. So zeigen Verlaufsstudien mit Seren 
HIV-1  Infizierter,  dass  diese  zwar  in  der  Lage  sind  ‚historische‘,  autologe  Isolate  zu  
neutralisieren, eine Neutralisation kontemporärer Isolate jedoch stark vermindert ist
76,227,277. 
Verglichen mit normal-progredierenden Patienten scheint die humorale Immunantwort von 
LTNP allerdings eine andere Güte zu besitzen, die sie – evtl. neben möglicher, anderer 
Gründe – dazu in die Lage versetzt, eine Progression zu unterbinden. So zeichnen sich 
LTNP  unter  anderem  durch  eine  breite,  persistente  humorale  Immunantwort  sowohl  
gegenüber ‚historischen‘, als auch kontemporären Isolaten aus, der das Virus nicht entrin-
nen kann
34,44,48,76,250,259,370. In der Regel entzieht sich das Virus mit Hilfe seiner immensen  
Mutationsfähigkeit  der  Immunantwort.  Durch  einen  Fitnessverlust  in  Folge  der  Mutation 
zahlt das Virus hierfür einen gewissen Preis. Ist dieser außergewöhnlich hoch, kommt es 
rasch  zur  Reversion.  Um  optimal  zu  replizieren,  passt  sich  das  Virus  der  jeweiligen  
Situation  ständig  an,  wobei  es  fortwährend  einen  Kompromiss  zwischen  Replikations-
kapazität  und  Neutralisationsresistenz  eingeht
7,258.  Richtet  sich  die  Immunantwort  gegen 
hochkonservierte,  funktionelle  Epitope,  kann  das  Virus  dieser  nur  schwer  entrinnen.  So  
zeigen  passive  Immunisierungsstudien  breit-neutralisierender,  monoklonaler  Antikörpern, 
dass es für das Virus umso schwerer ist, unter dem Druck der Immunantwort zu replizieren, 
wenn  sich  die  Immunantwort  gegen  mehrere  konservierte  Epitope  richtet
79,223,239.  Die  
Ausreifung  breit-neutralisierender  Antikörper  benötigt  jedoch  längere  Zeit.  Die  Tatsache, 
dass die Ausreifung dieser Antikörper primär in LTNPs zu beobachten ist, unterstreicht das 
große  Potenzial  dieser  Antikörper 
34,76,259.  Gelingt  es  dem  Immunsystem,  das  Virus  in  
seinem ‚Mutationsraum‘ hinreichend einzudämmen, scheint es möglich das Fortschreiten DISKUSSION 
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der Infektion zu verlangsamen oder gar zu verhindern. Der Nutzen breit-neutralisierender 
Antikörper als passive Vakzine wurde mehrfach in Studien mit Affen, sowie im Menschen 
durch die Unterdrückung einer Mutter-Kind-Übertragung oder der Verlangsamung der Virus-
replikation nach Absetzen einer HAART-Therapie aufgezeigt
92,137,191,211,335,358. 
In der Summe lassen die Ergebnisse der Neutralisationsstudien einen Einfluss der humo-
ralen Immunantwort auf das Nicht-Progredieren der HIV-1 Infektion, der hier untersuchten 
LTNP, erkennen. Durch die im Serum vorhandenen Antikörper ist das Virus zu Mutationen 
in den Hüllproteinen gezwungen, die ein Fortschreiten der Infektion erschweren oder gar  
verhindern können (4.1.2 oben und 4.2 oben). Die detailierte Analyse der humoralen Im-
munantwort der LTNP-Patienten, ihrer Epitope und Wirkmechanismen kann somit helfen 
die Entwicklung einer aktiven oder passiven Vakzine voranzutreiben. 
4.4. Untersuchungen mit Peptidphagen 
In der Dissertation von Michael Humbert wird die Identifikation HIV-1 spezifischer Peptid-
phagen als Liganden für Serumantikörper der hier untersuchten LTNP Patienten beschrie-
ben.  Zusammenfassend  gelang  die  Identifikation  mehrerer  HIV-1  spezifischer  Peptid-
phagen,  die  lineare  bzw.  konformelle  Epitope  der  Hüllproteine  gp120  bzw.  gp41  wider-
spiegeln. Während die Identifikation linearer Epitope mit einem einfachen Sequenzvergleich 
möglich war, bedurfte die Identifikation konformeller Epitope die Entwicklung einer neuen 
Software, die die isolierten Peptidsequenzen auf der Oberfläche der Hüllproteine zuordnete. 
Aufgrund der großen Anzahl an HIV-1 spezifischen Peptidphagen wurden diese, basierend 
auf ihrer Sequenzhomologie, in zehn Gruppen unterteilt
151,302. In diesem Teil meiner Disser-
tation  werden  diese  Gruppen  eingehender  untersucht  und  auf  ihre  Bedeutung  für  die  
humorale Immunantwort hin analysiert. 
4.4.1. Kreuzreaktivität der Peptidphagen 
Hinsichtlich einer Vakzineentwicklung wäre es ideal, wenn einzelne HIV-1 Peptidphagen 
eine möglichst breite Reaktivität aufwiesen. Weil die untersuchten HIV-1 spezifischen Pep-
tidphagen  nur  mit  einem  Teil  oder  gar  einzelnen  Seren  identifiziert  wurden,  wurde  
zunächst die Kreuzreaktivität der übrigen LTNP Seren gegen die einzelnen Phagengruppen 
überprüft. Um abschätzen zu können, ob es sich bei den einzelnen Epitopen um ‚LTNP-
spezifische‘ Epitope handelt, wurde gleichzeitig die Reaktivität  mit den  Seren der  HIV-1 
Kontrollpatienten  untersucht  (Tabelle  11  und  Abbildung  30).  Die  Peptidphagengruppen 
NNNT (2) und WxxxW (5) reagieren ausschließlich mit dem Serum, mit dem sie identifiziert 
wurden  (vgl.  Dissertation  Michael  Humbert).  Die  übrigen  Gruppen  besitzen  eine  unter-
schiedlich stark ausgeprägte Kreuzreaktivität. Sowohl bei den LTNP Patienten (85,7% bzw. 
100%), als auch bei den HIV-1 Kontrollpatienten (28,6% bzw. 57,1%) zeigen die Gruppen DISKUSSION 
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GPGRAF (1)  bzw.  KLIC (3)  die  stärkste  Kreuzreaktivität.  Dies  entspricht  unseren  
Erwartungen, da beiden Gruppen immundominante Epitope darstellen
187. Überraschend ist 
jedoch, dass zwischen den Kreuzreaktivitäten beider Patientengruppen ein ausgeprägter, 
teils signifikanter Unterscheid besteht (p-WertGPGRAF: 0,032 bzw. p-WertKLIC: 0,078). Auffällig 
ist  hierbei, dass die Seren der Patienten A6N3 (infiziert 2001; Serumprobe Feb.  2003), 
H0E6 (infiziert 2002; Serumprobe Aug. 2002) und S3R8 (infiziert 2003; Serumprobe Feb. 
2004) mit keiner der Peptidphagengruppen reagieren. Wenngleich sich diese Patienten in 
der  frühen  Phase  der  Infektion  befinden,  dürfte  ein  generelles  Fehlen  der  humoralen  
Immunantwort nicht die Ursache für eine nicht vorhandene Kreuzreaktivität sein. Für die  
Patienten H0E6 und S3R8 wird dies durch die Neutralisationsuntersuchungen untermauert, 
die für die Seren eine zum Teil recht hohe Neutralisationskapazität aufzeigen (Tabelle 17). 
Die  Immunantwort  scheint  vielmehr  gegen  andere  Epitope  gerichtet,  denn  die  Epitope  
GPGRAF und KLIC sind, bis auf eine Punktmutation in GPGRAF (R315K) von S3R8, in den 
Env-Sequenzen der Patienten vorhanden. Patient A6N3, der ebenfalls mit keiner der unter-
suchten Peptidphagengruppen reagiert, zeigt auch nahezu keine Neutralisationskapazität. 
Ob dies ein charakteristisches Merkmal der untersuchten Serumprobe oder des Patienten 
ist, könnte durch die Überprüfung weiterer Serumprobe aufgezeigt werden. Die Seren der 
übrigen HIV-1 Kontrollpatienten reagieren mit der Peptidphagengruppe GPGRAF (1) (P5T5, 
S19)  und/oder  KLIC  (3)  (P5T5,  P10,  S6,  S19).  Interessant  ist  vor  allem  die  humorale  
Immunantwort von P5T5, denn dessen Serum reagiert zum einen mit den beiden zuvor  
erwähnten  Gruppen,  sowie  mit  der  Gruppe  NNALP-NPD  (8)  und  zeichnet  sich  
darüberhinaus  mit  der  größten  Neutralisationskapazität  der  untersuchten  HIV-1  Kontroll-
patienten  aus  (Tabelle  17).  Hier  ist  der  weitere  Infektionsverlauf  von  großem  Interesse, 
bleibt doch abzuwarten, ob es dem Immunsystem des Patienten gelingt die in Ansätzen 
scheinbar gut ausgebildete Immunantwort evtl. weiter zu verbreitern und zu etablieren.  
Aufgrund des signifikanten Unterschieds in der Kreuzreaktivität der beiden Patientengrup-
pen mit der Peptidphagengruppe GPGRAF (1), scheint eine funktionelle Antikörperantwort 
gegen dieses Epitop für eine bessere Kontrolle der Infektion durchaus von Bedeutung zu 
sein. Handelt es sich hierbei auch um ein Epitop in der Variablen Schleife 3, so zeigen 
neuere Studien mit V3, dass diese aufgrund der Beteiligung an der Corezeptorbindung eher 
semi-konserviert als hoch-variabel ist
142. Dies lässt vermuten, dass eine gute Immunantwort 
gegen diese semikonservierteren Epitope zur Neutralisation führen kann
84,117,118,135,360. Das 
Potenzial  einer  solchen  Immunantwort  wird  eindrucksvoll  vom  breit-neutralisierenden,  
monoklonalen Antikörper 447-52D unter Beweis gestellt. Dieser bindet ein Epitop, welches 
Teile der Spitze  und der Basis von V3 umfasst
177,321,375. Entgegen der meisten anderen  
bekannten  -V3-Antikörper  wird  die  Bindung  von  447-52D  durch  Mutationen  der  
V3-Sequenz  nur  minimal  beeinflusst.  Die  Ursache  hierfür  liegt  in  der  ungewöhnlichen  DISKUSSION 
108 
Bindungseigenschaft von 447-52D. Ein Großteil der Wechselwirkungen mit der Variablen 
Schleife  erfolgt  mit  Hauptkettenatomen  und  ist  somit  unabhängig  von  der  Aminosäure-
sequenz, was dem Antikörper eine ungewöhnlich breite Reaktivität verleiht
321. 
Vergleichbare  Unterschiede  in  der  Kreuzreaktivität  ergaben  sich  für  die  zwei  Peptid-
phagengruppen der konformellen Epitope Mix 1 (9) und Mix 2 (10) (p-WertMix1: 0,008 bzw. 
p-WertMix2: 0,078). Beide Peptidphagengruppen wurden ausschließlich von Seren der LTNP 
detektiert (71,4% bzw. 42,9%), von den Seren der HIV-1 Kontrollpatienten hingegen nicht. 
Demnach  könnte  es  sich  um  zwei  ‚LTNP-spezifische‘  Epitope  handeln.  Das  beide  zur  
Gruppe der konformellen Epitope zählen, deckt sich mit Ergebnissen früherer Studien, die 
aufzeigen, dass breit-neutralisierende Antikörper oftmals konformelle Epitope erkennen und 
sich die humorale Immunantwort von LTNP in diesem Punkt nachweislich von der normal-
progredierender HIV-1 Infizierter unterscheidet
34. Die humorale Immunantwort der LTNP-
Seren gegen diese Epitope könnte einen entscheidenden Beitrag zur Kontrolle der Infektion 
in vivo leisten. 
Die  Kreuzreaktivität  gegenüber  den  Peptidphagengruppen  NNNT (2),  KLIC-AVPW (4), 
WxxxW (5), CD4bs (6), CD4bs (7) und NNALP-NPD (8) sind entweder nur äußerst schwach 
ausgeprägt  oder  nicht  vorhanden  und  zeigen  keine  signifikanten  Unterschiede  (p-Werte 
zwischen 0,172 und 1). Mit den vier erstgenannten Peptidphagengruppen reagieren nur die 
Seren  von  MH01  und/oder  MH04,  mit  denen  diese  Peptidphagen  identifiziert  wurden.  
Gegenüber der Peptidphagengruppe NNALP-NPD (8) besitzen die Seren von MH01 und 
P5T5  eine  Aktivität.  Im  Fall  der  Peptidphagengruppe  Cd4bs (6),  die  mit  den  Seren  der  
Patienten MH04, MH07 und S6 reagiert, zeigen, mit den Patienten MH07 und S6, zwei  
Seren eine Kreuzreaktivität. Die schwache Kreuzreaktivität mit den Gruppen CD4bs (6) und 
CD4bs (7) überrascht, da es sich bei der CD4-Rezeptorbindungsstelle um eines der am 
besten konservierten Epitope handelt. Demnach wäre eine deutlich größere Kreuzreaktivität 
zu erwarten gewesen. Eine mögliche Ursache für das Fehlen einer Kreuzreaktivität könnte 
in der Natur der CD4-Rezeptorbindungsstelle liegen. Diese baut sich, wie in Kapitel 1.1.5.2 
und 1.1.5.3 beschrieben, durch mehrere, räumlich angeordnete Aminosäurecluster auf, was 
ein Nachbilden der korrekten Struktur ungemein erschwert. 
4.4.2. Kompetitionsstudien der Peptidphagenbindung an Serumantikörper mit 
trimeren HIV-1 Env 
Um nachzuprüfen, in wiefern die von 3DEX identifizierten, konformellen Epitope tatsäch-
lich auf den Hüllproteinen von HIV-1 vorhanden und zugänglich sind, wurde die Bindung der 
HIV-1  spezifischen  Peptidphagen  an  die  Serumantikörper  der  untersuchten  LTNP  mit  
löslichen HIV-1 Env Trimeren inhibiert. Als Kontrolle dienten hierbei die Gruppen linearer DISKUSSION 
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Epitope,  deren  Bindung  bei  fast  jeder  untersuchten  Serum/Peptidphagen-Kombination 
durch trimeres HIV-1 gp140 inhibiert werden konnte. Lediglich die Bindung von MH04 bzw. 
MH01 an die Peptidphagen der Gruppen KLIC-AVPW (4) bzw. NNALP-NPD (8) wurde nicht  
inhibiert. Unter Umständen ist die Bindung der Peptidphagen an die Serumantikörper der 
Patienten  so  stark,  dass  für  eine  Inhibition  der  Bindung  eine  höhere  Konzentration  von  
HIV-1  gp140  nötig  gewesen  wäre.  Bei  den  untersuchten  konformellen  Epitopen  wurde  
eine Inhibition der Bindung für die Peptidphagengruppen CD4bs (7) und Mix 1 (9) nachge-
wiesen. Bei den Peptidphagengruppen CD4bs (6) und Mix 2 (10) führte die Zugabe von 
HIV-1  gp140  nicht  zu  einer  Verminderung  der  Peptidphagenbindung  (Tabelle  12  und  
Abbildung 44). Hier könnte der untersuchte Konzentrationsbereich des Inhibitors ebenfalls 
nicht ausreichend gewesen sein. Da es sich bei diesem um ein Gemisch von gp140 Mono-, 
Di-  und  Trimeren  handelt,  ist  die  Konzentration  konformeller  Epitope,  die  nur  auf  den  
Trimeren richtig nachgebildet werden, gegenüber linearen Epitopen verringert. Dies könnte 
erklären warum die Serumbindung an lineare Peptidphagengruppen deutlich erfolgreicher 
inhibiert  wird,  als  die  Bindung  an  konformelle  Peptidphagengruppen.  Die  erfolgreiche  
Bindungsinhibition  der  Gruppe  Mix  1 (9)  in  drei  von  fünf  Ansätzen  belegt  jedoch,  dass  
dieses  durch  das  Computerprogramm  3DEX  identifizierten  Epitop  tatsächlich  auf  der  
Oberfläche von HIV-1 Env vorhanden ist. Um aufzuzeigen, dass es sich bei der Inhibition 
nicht um einen unspezifischen Verdrängungseffekt oder eine Peptid-unabhängige Phagen-
bindung handelt, wurden entsprechende Kontrollen durchgeführt. Aufgrund der Ergebnisse 
dieser  Kontrollen  kann  ein  solches,  unspezifisches  Szenario  ausgeschlossen  werden 
(Abbildung 44). 
In der Summe lässt die unterschiedlich stark ausgeprägte Kreuzreaktivität der LTNP bzw. 
HIV-1  Kontrollpatienten  gegenüber  den  immundominanten  Epitopen  GPGRAF (1)  und 
KLIC (3), sowie den zwei neu identifizierten, konformellen Epitopen Mix 1 (9) und Mix 2 (10) 
erkennen,  dass  die  humorale  Immunantwort  der  LTNP  deutlich  unterschiedliche  
Charakteristika  als  die  humorale  Immunantwort  der  HIV-1  Kontrollpatienten  besitzt.  In  
Verbindung mit den Resultaten der Neutralisationsstudien könnte dies ein Hinweis darauf 
sein, welche Antikörper für die bessere (bzw. breitere) Neutralisationskapazität der LTNP-
Seren  verantwortlich  sind.  Die  Bedeutung  von  Antikörpern  gegen  konformelle  Epitope  
wurde bereits in früheren Studien herausgearbeitet
96. Da es immer noch HIV-1 Isolate gibt, 
die  von  Seren  HIV-1  Infizierter,  aber  nicht  von  den  bis  heute  identifizierten  breit-
neutralisierenden  Antikörpern,  neutralisiert  werden,  stellt  die Isolierung und  Identifikation 
neuer  breit-neutralisierender  Antikörper  und  deren  Epitope  eine  interessante  und  
notwendige  Aufgabe  für  die  Entwicklung  einer  aktiven  oder  passiven  Vakzine  dar
135,255.  
Obwohl die Kombination der bisher bekannten breit-neutralisierenden Antikörper die Über-
tragung von SHIV im Tiermodell verhindern kann, treten bei therapeutischer Anwendung in DISKUSSION 
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HIV-1 Infizierten Fluchtmutanten auf. Diese sollten durch den Einsatz zusätzlicher mono-
klonaler  Antikörper minimiert  werden  können
92,211,253,335.  In  Folge  ihrer dreidimensionalen 
Struktur ist die Identifikation sowie die detailgetreue Nachbildung konformeller Epitope al-
lerdings  äußerst  komplex.  Der  in  der  Dissertation  von  Michael  Humbert  beschriebene  
Ansatz  zur  Identifikation  dieser  Epitope  mit  Hilfe  von  Peptidphagen,  könnte  bei  der  
Detektion dieser Epitope wie auch bei der Induktion einer entsprechenden Immunantwort  
helfen. Vielversprechend erscheint dieser Ansatz vor allem, wenn die Selektion mit LTNP-
Seren erfolgt, um sich den Vorteil der jahrelangen nativen Selektion und Antikörperreifung 
von Nutzen zu machen
52,151,302. 
4.4.3. Bindungsreaktivität nach Immunisierung 
Aufgrund  ihrer  signifikant  unterschiedlichen  Kreuzreaktivität  und  der  teils  erfolgreichen 
Kompetitionsstudien  wurden  die  Peptidphagengruppen  GPGRAF (1),  Mix 1 (9)  und 
Mix 2 (10) in Immunisierungsstudien zur  Induktion HIV-1 spezifischer  Antikörper genutzt. 
Die Peptidphagengruppe CD4bs (6) wurde in die Studien mit eingebunden, da es sich um 
ein bekanntes konformelles Epitop mit großer Bedeutung für die Infektion handelt. 
4.4.3.1. Immunisierungsstudie 2006 
Das Ziel dieser ersten Studie war die Optimierung eines vorhandenen Impfprotokolls. In 
vorherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine Immunantwort gegen das 
Peptid-tragende Fusionsprotein pIII erst nach fünf bis sechs Immunisierungen detektierbar 
ist  (vgl.  Dissertation  Michael  Humbert).  Aus  diesem  Grund  ist  auch  die  zu  erwartende 
Kreuzreaktivität  mit  HIV-1  Env  sehr  gering.  Um  diese  zu  verbessern,  wurden  je  zwei  
Gruppen von Mäusen in unterschiedlichen Abständen mit den Phagen der verschiedenen 
Gruppen immunisiert (2.8.12 oben). Durch die unterschiedliche Zeit zwischen den einzelnen 
Immunisierungen, sollte die Ausreifung der gewünschten Immunantwort optimiert werden. 
Es zeigt sich, dass die Verlängerung des Impfprotokolls zur gewünschten Verbesserung der 
Immunantwort führte. Während durch das ‚normale‘ Impfprotokoll lediglich vereinzelte HIV-1 
kreuzreaktive Immunantworten induziert werden konnten, zeigt der Großteil, der mit dem  
verlängerten  Impfprotokoll  (‚lang‘)  immunisierten  Tiere,  die  gewünschte  Kreuzreaktivität 
(Tabelle 13 und Abbildung 33). Zusätzlich zur Zahl der kreuzreaktiven Tiere erhöhte sich 
auch der Titer gegen HIV-1 Env, wobei dieser immer noch sehr gering war. Demnach ist  
eine  weitere  Optimierung  des  Immunogens  notwendig,  um  nach  einer  erfolgreichen  
Immunisierung umfassende Studien mit den Seren der Tiere durchführen zu können. 
4.4.3.2. Immunisierungsstudie 2007 
Die zweite Immunisierungsstudie war darauf ausgelegt, HIV-1 spezifische B-Zellen aus 
der Milz der immunisierten Tiere zu isolieren, um aus diesen HIV-1 spezifische Hybridoma-DISKUSSION 
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zellen zu gewinnen. Um diesem Ziel gerecht zu werden, wurde das Impfprotokoll der Studie 
modifiziert. Die Tiere der Immunisierungsstudie 2006 wurden zehn Tage nach der sechsten 
Immunisierung ausgeblutet und auf Serumreaktivität getestet, erfolgte nun am Tag nach der 
sechsten Immunisierung ein finaler Boost und drei Tage danach die Isolierung der B-Zellen 
und des Serums. Hierdurch wird ein Ausreifen der B-Zellen verhindert, was zu einer deut-
lich verringerten Fusionsrate führen würde. Die Antikörperantwort ist zu diesem Zeitpunkt 
jedoch deutlich vermindert, was sich auch bei der  Analyse der gewonnen Serumproben 
zeigt. Verglichen mit der Immunisierungsstudie 2006 sind die Reaktivitäten mit HIV-1 Env 
bei fast allen Tieren deutlich geringer (Abbildung 33 und Abbildung 34). Nur die Tiere der  
Gruppen CD4bs (6) bzw. Mix 2 (10) zeigen eine klare Reaktivität, während in den Gruppen 
GPGRAF (1) und Mix 1 (9) keine klare Bindung der Seren an HIV-1 Env zu erkennen ist. 
Ob dies allein auf eine Verringerung der Reaktivität in Folge der früheren Serumentnahme 
zurückzuführen ist oder ob die Immunisierung der Tiere fehlschlug bleibt offen. Da in der 
vorherigen  Studie  jedoch  alle  Tiere  dieser  Gruppe  eine  Immunantwort  zeigen  und  die  
Immunisierung mit demselben Immunogen erfolgte, scheint ein generelles Ausbleiben der 
Immunantwort unwahrscheinlich. 
Weil die Wahrscheinlichkeit eine antigenspezifische Hybridomazelle zu erhalten mit der 
Stärke der Immunantwort korreliert, bleibt die weitere Optimierung des Impfprotokolls eine 
der wichtigsten Aufgaben für die Fortführung dieses Projekts. Mögliche Ansätze hierfür sind 
die Präsentation der Peptide in einem alternativen Trägersystem oder die Immunisierung 
mit pIII-Fusionsproteinen, um eine Immunantwort gegen den Phagen, vor allem pVIII, zu 
unterbinden. Die Wahl eines neuen Trägersystems birgt jedoch die Gefahr, dass sich die 
Konformation  der  Peptide  verändert,  wodurch  es  insbesondere  bei  den  konformellen  
Peptidphagen zu einem Verlust der Kreuzreaktivität mit HIV-1 Env kommen könnte. Eine 
mögliche Alternative stellt das AP-Fusionsprotein-System dar
127. 
4.4.4. Selektion HIV-1 spezifischer Hybridomazellen 
Trotz der geringen Immunantwort der immunisierten Mäuse wurden die B-Zellen dreier 
Tiere  zur  Synthese  HIV-1  spezifischer  Hybridomazellen  herangezogen.  Die  Fusion  der  
B-Zellen mit Myelomzellen führte in rund 12% der Vertiefungen zur Ausbildung von Hetero-
fusionen,  die  in  einem  ersten  Test  auf  ihre  Bindung  an  HIV-1  Env  untersucht  wurden.  
Hierbei  wurden  94  Klone  identifiziert,  die  mit  HIV-1  gp140  reagierten  und  expandiert  
wurden.  In  einem  zweiten  Test  dieser  Klone  mit  HIV-1  Env  und  einer  entsprechenden  
Kontrolle (CHO-neg) verblieben 24 positive Klone (Abbildung 35). Die übrigen Klone zeigten 
entweder keine beständige Reaktivität oder eine unspezifische Bindung an die Kontrolle. 
Eine abschließende Subklonierung sowie die Untersuchung der reaktiven Klone verlief in 
einem ersten Ansatz ohne Erfolg. Daher wäre ein mögliches Ziel nachfolgender Arbeiten, DISKUSSION 
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dies mit den noch vorhandenen tiefgefrorenen Zellen zu wiederholen, um aus den identifi-
zierten Klonen eine stabile, monoklonale HIV-1 spezifische Hybridomazelllinie zu gewinnen. 
4.5. Untersuchungen mit scFv-Phagen Display Bibliotheken 
Zur Identifikation HIV-1 spezifischer Antikörper und deren Charakterisierung, werden aus 
dem  Antikörperrepertoire  der  LTNP  scFv-Phagen  Display  Bibliotheken  erstellt.  Bisher  
konnten  von  zwei der untersuchten LTNP (MH02 und  MH03) IgG bzw. IgM basierende 
scFv-Phagen  Display  Bibliotheken  erstellt  werden  (IgG-MH02,  IgM-MH02,  Ig-G-MH03,  
IgM-MH03). Zur Herstellung weiterer Bibliotheken sind frische B-Zellproben der Patienten 
nötig, weil diese keine Krankheitssymptome aufzeigen und nur unregelmäßig in der Klink 
erscheinen, ist die Gewinnung neuer Proben leider schlecht planbar. 
4.5.1. Biopanning mit scFv-Phagen 
Um  eine  erste  Etablierung  der  Methodik  zu  erlangen,  erfolgten  erste  Biopannings  mit 
hochaufgereinigten  gp120  Monomeren  auf  der  Oberfläche  von  Multititerplatten  (Bio-
panning A-C). Die eingesetzten gp120 Monomere stellen dabei die einfachste Variante von 
HIV-1  Env  dar.  Aufgrund  der  fehlenden  Trimerisierung  sowie  gp41,  ist  von  einer  
Anreicherung  von  scFv-Phagen  gegen  lineare  Epitope  auszugehen.  Die  Biopannings  
führten  lediglich  zur  Isolierung  einer  Konsensussequenz  aus  der  scFv-Phagen  Display  
Bibliothek IgG-MH03. Die Anreicherung HIV-1 spezifischer scFv-Phagen aus den übrigen 
drei scFv-Phagen Display Bibliotheken misslang. Daher wurden die gp120 Monomere in  
einem weiteren Biopanning auf tosylaktivierten Magnetkügelchen immobilisiert, um so eine 
größere Selektionsfläche zu erhalten (Biopanning F) und durch trimeres gp140 (ADA.C1) 
ersetzt  (Biopanning H).  Nach  drei  repetitiven  Runden  konnten  bei  Biopanning F  vier  
Konsensussequenzen aus der scFv-Phagen Display Bibliothek IgG-MH03 isoliert werden, 
wobei  Konsensus  B8/B10  identisch  mit  dem  Konsensus  der  Biopannings A-C  ist.  
Biopanning H  ergab  eine  Konsensussequenz,  die  wiederum  dem  Konsensus  B8/B10  
entspricht (Abbildung 38). Die Untersuchung der übrigen drei Bibliotheken führte wiederum 
in beiden Biopannings zu keiner Anreicherung HIV-1 spezifischer scFv-Phagen. Dies und 
die  geringe  Anzahl  identifizierter  Konsensussequenzen  aus  der  scFv-Phagen  Bibliothek 
IgG-MH03 lassen auf ungelöste technische Probleme schließen. Da beide Patientenseren 
in der Analyse der Kreuzreaktivität  mit der Peptidphagengruppe GPGRAF (1) reagierten 
(3.3.1 oben), sollten sich zumindest aus beiden IgG abgeleiteten Bibliotheken entsprechen-
de scFv-Phagen isolieren lassen.  
Ein möglicher Lösungsansatz, um die Anzahl HIV-1 spezifischer scFv-Phagen zu erhöhen, 
könnte  die  Verpackung  der  scFv-Phagen  mit  einem  anderen  Helferphagen  (z.B.  Hyper-
phage) sein. Im Gegensatz zu M13KO7 besitzt dieser kein Gen für pIII, wodurch bei einer DISKUSSION 
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Verpackung von scFv-Phagemiden mit Hyperphage ausschließlich scFv-pIII-Fusionsproteine 
in die scFv-Phagen eingebaut werden. Bei Verpackungen mit M13KO7 liegt neben dem 
scFv-pIII-Fusionsprotein  noch  wildtyp  pIII  vor,  weshalb  es  zum  Aufbau  pIII-chimärer  
scFv-Phagen kommt. Diese besitzen in der Regel nur ein bis zwei scFv-pIII-Fusionsproteine 
pro scFv-Phage
317. Die Erhöhung der Anzahl von scFv auf der Phagenoberfläche könnte 
über  die  gesteigerte  Avidität  zur  Anreicherung  neuer  antigenspezifischer  scFv-Phagen  
führen.  In  Folge  der  gestiegenen  Avidität  käme  es  hierbei  wohl  aber  auch  zur  
Anreicherung gering-affiner scFv-Phagen. Eine weitere Optimierung der Präsentation des 
Zielproteins  und  des  Zielproteins  selbst  stellen  weiter  zentrale  Ansatzpunkte  dar.  Eine  
möglichst native Präsentation hochaufgereinigter HIV-1 Env Trimere sollte die Anreicherung 
HIV-1 spezifischer scFv-Phagen weiter begünstigen. Alternativ kann versucht werden, die 
Selektion  auf  HIV-1  Env  exprimierenden  Zellen  durchzuführen.  Hierdurch  wird  das  
Hüllprotein in seiner nativen Umgebung präsentiert, was sowohl Vorteile als auch Nachteile 
mit sich bringt. Zwei große Vorteile stellen die Membranständigkeit sowie die vollständige 
Glykosylierung der Hüllproteine dar. Die Bedeutung dieser Aspekte wird anhand zahlreicher 
Studien  deutlich.  So  wurde  gezeigt,  dass  die  Epitope  der  Antikörper  2F5  und  4E10  in 
membranständigen  MPER-Peptiden  besser  erkannt  werden,  als  in  löslichen  MPER-
Peptiden. Es wird vermutet, dass die extrem langen CDRH3 Schleifen dieser Antikörper mit 
ihrer Basis an die Epitope in gp41 binden und sich die Spitze dieser HCDR3 Schleifen  
dabei  auf  die  Zellmembran  anlegt,  was  zur  Stabilisierung  der  Antikörperbindung 
führt
37,125,244. Die vollständige Glykosylierung von Env wiederum ist Voraussetzung für die 
Selektion  von  2G12-ähnlichen  scFv-Phagen
37,290,296,336.  Ein  weiterer  Vorteil  einer  
Präsentation  von  Env  auf  der  Zelloberfläche  kann  die  vollständige  Prozessierung  des  
Vorläuferproteins gp160 sein. So ist in dem hier eingesetztem gp140 die Proteaseschnitt-
stelle  zwischen  gp120  und  gp41  mutiert,  wodurch  es  zwangsläufig  zu  konformellen  
Änderung im Trimer kommt, die eine Anreicherung gesuchter scFv-Phagen beeinflussen 
kann
133,320. In Folge der Prozessierung kann es allerdings zu einem Ablösen der gp120-
Trimere  von  den  gp41-Trimeren  kommen,  was  wiederum  zur  Anreicherung  von  scFv-
Phagen gegenüber diesen, eigentlich verdeckten Epitopen, führen kann
232,354. Nachteilig für 
die Anreicherung HIV-1 spezifischer scFv-Phagen könnte sich ebenfalls die große Anzahl 
ungewünschter  Zielstrukturen  auswirken,  wodurch  es  ebenfalls  zu  einer  Anreicherung  
HIV-1  Env  unspezifischer  scFv-Phagen  kommen  könnte.  Die  generelle  Möglichkeit  zur  
Selektion HIV-1 spezifischer scFv- oder Fab-Phagen aus entsprechenden Bibliotheken wird 
jedoch  durch  mehrere  erfolgreiche  Studien  belegt.  Verglichen  mit  der  Hybridoma-
technologie  besitzt  die  Phagen  Display  Technik  jedoch  mehrere  Vorteile.  So  erfolgt  die  
Selektion  von  bis  zu  10
9  verschiedenen  scFv-  oder  Fab-Phagen  mit  einem  minimalen  
Material- und Arbeitsaufwand und es ist keine Humanisierung der isolierten scFv- oder Fab-DISKUSSION 
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Fragmente nötig. Ferner ermöglicht die immanente Verbindung von Genotyp und Phänotyp 
eine einfache Modifikation der isolierten scFv- oder Fab-Fragmente
36,333,368,369,377. 
4.5.2. Bindungsstudien HIV-1 spezifischer scFv 
In mehreren Experimenten wurde die Bindungscharakteristik des scFv B8/B10 analysiert. 
Zunächst wurde die Bindung an die vorhandenen gp120/gp140 Varianten überprüft, wobei 
eine  Bindung  aller  untersuchter  HIV-1  Env  (JR-FL,  BaL,  SF162,  ADA.C1)  erfolgte 
(Abbildung 39). Weil es während der Klonierung der scFv-Phagen Display Bibliotheken zu  
einer  freien  Rekombination  der  schweren  und  leichten  Variablen  Ketten  kommen  kann, 
wurde  mit  Hilfe  eines  Kompetitions-ELISAs  überprüft  inwieweit  die  Bindung  des  
scFv  B8/B10  an  HIV-1  Env  durch  Serumzugabe  inhibiert  werden  kann. Während  HIV-1  
positives Serum die Bindung des scFv B8/B10 an HIV-1 Env inhibiert, hat HIV-1 negatives 
Serum keinen Effekt (Abbildung 40). Dies beweist, das es sich um einen HIV-1 spezifischen 
scFv handelt, der durch das Immunsystem gebildet wurde und das es in den untersuchten 
Seren Antikörper gegen das gleiche oder zumindest überlappende Epitope gibt. Da das  
Serum  von  MH03  lediglich  mit  den  Peptidphagengruppen  GPGRAF (1)  und  Mix 2 (10) 
kreuzreagiert und die Selektion von Peptidphagen mit dem Patientenserum überwiegend 
V3-spezifische  Peptidphagen  selektierte  (vgl.  Dissertation  M.  Humbert),  erfolgte  ein  
erstes  Epitopmapping  mit  vier  verschiedenen  V3-Peptidbibliotheken.  Hierbei  ergab  sich  
lediglich  mit  Peptid  Nr.  5  der  Subtyp  B  V3-Peptidbibliothek  eine  eindeutig  Reaktion,  
während andere Peptide dieser Bibliothek, sowie die Peptide der übrigen Bibliotheken nicht 
detektiert werden (Abbildung 41 und Tabelle 15). Obwohl sich die entsprechenden Peptide 
der  jeweiligen  Bibliotheken  nur  in  wenigen  Aminosäuren  unterscheiden,  führen  diese  
Polymorphismen  zu  einem  vollständigen  Verlust  der scFv  Bindung.  Daher  liegt  nahe  zu 
vermuten, dass diese Aminosäuren für die Bindung des scFv essentiell sind. Dabei gilt es 
auch die V3-Sequenzen der untersuchten HIV-1 Env Varianten zu berücksichtigen, die ja 
alle  von  dem  scFv  detektiert  wurden.  Die  Variabilität  dieser  Isolate  im  entsprechendem  
Bereich  von  V3  (NNTRKSI[N/H/T]IGPGRA[L/F])  führt  nicht  zu  einem  Verlust  der  
Reaktivität
187. Die beobachteten Polymorphismen sind entweder nicht an der Bindung von 
scFv  B8/B10  beteiligt,  oder  werden  toleriert.  Eine  vollständige  Identifizierung  des  scFv-
Epitops könnte mit einem Alaninscan über die gesamte Variable Schleife 3 hinweg erfolgen. 
Ein interessanter Aspekt der Bindung von scFv B8/B10, ist das Ausbleiben einer – zumin-
dest  –  verringerten  Reaktion  mit  den  Peptiden Nr.4  bzw.  6  der  V3-Peptidbibliothek  von  
Subtyp B. Wichtige Teile des Epitops von scFv B8/B10 scheinen sich über die gesamte 
Länge von Peptid Nr. 5 zu verteilen, weshalb der Versatz um  nur vier Aminosäuren zu  
einem vollständigen Verlust der Bindung führt (Tabelle 15). 
Ob  und  im  welchen  Maß  der  scFv  B8/B10  in  der  Lage  ist  eine  HIV-1  Infektion  zu  DISKUSSION 
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neutralisieren, muss in weiteren Studien untersucht werden. Erste Versuche, den scFv in 
ausreichenden Mengen über seinen His-Tag zu präparieren, waren erfolglos. In Abhängig-
keit  ihrer  Sequenz  und  Struktur,  besitzen  scFv  teilweise  eine  äußerst  eingeschränkte  
Stabilität. Hierdurch kommt es zur Entfaltung der Immunglobulinstruktur, zur Ausbildung von 
Multimeren und zur Präzipitation
300. Um dies zu unterbinden können die variablen Ketten 
(VL  bzw.  VH)  in  ein  alternatives  Antikörperformat  eingebracht  werden.  Hierzu  gehören  
sowohl  die  eigentliche  IgG  Struktur,  als  auch  die  Fusion  des  scFv  an  einzelne  Fc-
Fragmente. Diese sogenannten scFv-Fc werden in eukaryotischen Expressionssystemen als 
lösliches, Disulfid-verknüpftes, glykosyliertes Homodimer exprimiert und können aus dem 
Kulturüberstand  gewonnen  aufgereinigt  werden.  Neben  einer  erhöhten  Stabilität  und  
verlängerter  Halbwertszeit  kann  es  durch  die  gewonnene  Avidität  (n  =  2)  zu  einer  
Verbesserung  der  Neutralisationseigenschaft  des  scFvs  kommen
265.  Im  Gegensatz  zur  
nativen  IgG  Struktur  werden  die  scFv-Fc  als  ein  einziges  zusammenhängendes  Protein  
exprimiert,  wodurch  sich  eine  Zusammenlagerung  von  Leichter  und  Schwerer  Kette  
erübrigt. So kommt es auch zu keiner Veränderung der scFv-Struktur, was die Affinität der 
selektierten scFv erhält
30. Ferner können scFv-Fcs verglichen mit scFvs über ihren Fc-Teil 
vielfältige  Effektorfunktionen  (Antikörper-vermittelte  Zellzytotoxizität,  Antikörper-vermittelte 
Komplementaktivierung oder Phagozytose) ausüben, deren Einfluss auf den Verlauf einer 
HIV-1  Infektion  in  mehreren  Studien  aufgezeigt  wurde
2,15,31,138,149,199,216,246.  Besonders  
eindrucksvoll ist eine Studie von Hessell et al., in der rekombinante Varianten des breit-
neutralisierenden  Antikörpers  b12  zur  passiven  Immunisierung  von  Makaken  eingesetzt 
werden.  Führen  die  Mutationen  im  Fc-Teil  des  Antikörpers  zu  einem  Verlust  der  
Fc-Rezeptorbindung,  wodurch  eine  Bindung  von  Effektorzellen  ausbleibt,  verliert  der  
eigentlich  breit-neutralisierende  Antikörper  deutlich  an  Aktivität
134.  Die  Bedeutung  der  
Antikörper-vermittelten Effektorfunktionen deutet sich auch in den Studien von Asquith et al. 
an, die darauf hinweisen, dass nur rund 20% der HIV-1 infizierten Zellen durch die zelluläre 
Immunantwort  zerstört werden,  die  restlichen  80%  fallen  anderen  Immuneffektoren  zum 
Opfer
5. Neben den natürlichen Effektormechanismen können auch völlig neue Funktionen 
in rekombinante Antikörper eingebracht oder scFv-Derivate mit mehreren, unterschiedlichen 
Affinitäten  hergestellt  werden,  wodurch  sich  völlig  neue  Problemlösungsansätze  erge-
ben
139,140,240,308,351. 
Aufgrund der nachgewiesenen zentralen Bedeutung der humoralen Immunantwort für das 
Nicht-Progredieren  der  hier  untersuchten  LTNP  stellen  diese  einen  vielversprechenden 
Ausgangspunkt zur Herstellung von scFv-Phagen Display Bibliotheken dar. Im Gegensatz 
zu anderen Kohorten ist die Bedeutung genetischer, viraler und immunologischer Faktoren 
für die nicht-progredierende Infektion detailiert untersucht. Hierbei konnten zahlreiche genti-
sche und virale Faktoren als Ursache für das Nicht-Progredieren ausgeschlossen werden. DISKUSSION 
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Zusätzlich zu den Ergebnissen der Neutralisationsstudie, zeigen Untersuchungen mit HIV-1 
spezifischen Peptidphagen, dass einige der hier untersuchten Patientenseren eine außer-
gewöhnliche Reaktivität gegenüber einzelner, ausgewählter HIV-1 Env Epitope besitzen. 
Zusammen mit der jahrzehntelangen in vivo Reifung der Antikörper, lassen diese Ergebnis-
se weitere Biopanningstudien zur Isolierung HIV-1 spezifischer scFv-Phagen vielverspre-
chend erscheinen. Neben der Isolierung neuer, möglichst breit-neutralisierender HIV-1 spe-
zifischer scFv-Phagen, bieten auch die Ergebnisse der durchgeführten Immunisierungsstu-
dien  Anlass  mit  der  Herstellung  und Isolierung  von  HIV-1  spezifischen  Hybridomazellen 
fortzufahren. Hierbei sollte neben der Subklonierung der bereits identifizierten HIV-1 spezi-
fischen Klone, vor allem die weitere Optimierung des Immunisierungsprotokolls weiter vor-
angetrieben werden. Da sich beide Ansätze – direkt oder indirekt – die in vivo Reifung der 
humoralen Immunantwort zu Nutze machen, besitzen beide das Potenzial zur Isolierung 
neuer,  evtl.  breit-neutralisierender  HIV-1  spezifischer  Antikörper  und  können  so  bei  der 
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5.5. Abkürzungsverzeichnis 
5.5.1. Allgemeine Abkürzungen 
Abkürzung  Beschreibung 
(d)dH2O  (doppelt)-destilliertes Wasser 
°C  Grad Celsius 
 Präfix: anti- 
A  Adenin 
Ampere 
ADCC  Antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität(engl.: antibody dependent cellu-
lar cytotoxicity) 
AIDS  Erworbene Immunschwäche (engl.: acquired immunedeficiency syndrome) 
AP  Alkalische Phosphatase 
AS  Aminosäuren 
Å  Angström 
bp  Basenpaar 
BSA  Bovines Serumalbumin 
C  Konservierter Bereich (engl.: conserved region) 
CA  Kapsid (engl. capsid); p24 
CCR  CC-Chemokinrezeptor 
CD  Cluster zu Differenzierung 4 (engl.: cluster of differentiation) 
cDNA  komplementäre DNA (engl. complementary DNA) 
CDR  Komplementarität bestimmende Region (engl.: complementary determing regi-
on) 
CHO  Zellen aus den Ovarien chinesischer Hamster (engl.: chinese hamster ovary) 
CIP  Alkalische Phosphatase aus dem Kälberdarm (engl.: calf intestine phosphatase) 
CO2  Kohlendioxid 
CRbs  Corezeptorbindungsstelle 
CRF  Zirkulierende Rekombinante Form (engl.: circulating rekombinant form) 
CT  Cytoplasmatisches Ende (engl.: cytoplasmic tail) 
CTL  Zytotoxischer T-Lymphozyt (engl.: cytotxic T-lymphocyte) 
CXCR  CXC-Chemokinrezeptor 
Da  Dalton 
dATP  Desoxyadenosin-5´-Triphosphat 
DMEM  Dolbecco´s Modified Eagle Medium 
DMF  Dimethylformamid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure (engl.: desoxyribonucleic acid) 
dNTP  Desoxynukleotid-5´-Triphosphat 
dsFv  Disulfid stabilisiertes variables Antikörperfragment (engl.: disulfid stabilized 
fragment variable) 
dTMP  Desoxythymidin-5´-Monophosphat VERZEICHNISSE 
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dTTP  Desoxythymidin-5´-Triphosphat 
E.coli  Eschericha coli 
ECTO  Extrazekkuläre Domäne (engl.: extra cellular domain) 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA  Enzym-gekoppelter Immunosorbent-Assay (engl.: ezyme-linked immunosorbent 
assay) 
Env  Hüllprotein (engl.: Envelope) 
ER  Endoplasmatisches Retikulum 
ES  Elitesuppressor (engl.: elite suppressor) 
Fab  Antigenbindendes Fragment (engl.: fragment antigen binding) 
Fc  kristallisierbares Antikörperfragment (engl.: fragment crystallizable) 
FCS  Fötales Kälberserum (engl.: fetal calf serum) 
FITC  Fluoreszeinisothiocyanat 
FR  Framework Region 
g  Gram 
Zentrifugalkraft 
gp120  Glycoprotein 120 
gp41  Glycoprotein 41 
h  Stunde(n) 
HAART  Hoch-aktive antivirale Therapie (engl.: highly active anti-retroviral therapie) 
HAMA  Humane -Maus Antikörper (engl.: human -mouse antibody) 
HEPES  4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsäure 
HIV  Humanes Immundefizienz Virus (engl.: human immunodeficiency virus) 
HLA  Humane Leukozyten Antigene (engl.: human leukocyte antigen) 
HR  Heptadrepeat 
HRP  Meerrettichperoxidase (engl.: horse raddish peroxidase) 
IC  Inhibitionskonzentration (engl.: inhibition of concentration) 
IgG  Immunglobulin G 
IgM  Immunglobuln M 
IL  Interlaukin 
IN  Integrase; p32 
IPTG  Isopropyl-Thio-b-D-Galactopyranosid 
IU  Infektiöse Einheit (engl.: infectious unit) 
l  Liter 
LB  Luria-Bertani 
LIC  Ligase-unabhängige Klonierung (engl.: ligase independent cloning) 
LP  Spät-progredierender HIV-1 Patient (engl.: late progressor) 
LTNP  Langzeit Nicht-Progredierender (engl.: longt-term non-progressor) 
LTR  longt-terminal repeat 
m  Meter 
M  Molar VERZEICHNISSE 
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MA  Matrix (engl.: matrix); p17 
mAk  monoklonaler Antikörper 
MHC  Haupthistokompatibilitätskomplex (engl.: major histocompatibility complex) 
min  Minute(n) 
mol  Molzahl 
MPBST  Michpulver-Tween-PBS-Lösung 
MPER  Membranproximale Extrazelluläre Region 
MSD  Transmembrandomäne (engl.: membrane spanning domain) 
MW  Molekulargewicht (engl.: molecular weight) 
MWCO  Ausschluss-Molekulargewicht (engl.: molecular weight cut-off) 
N  Normal 
nAK  neutralisiereder Antikörper 
Nc  Nukleokapsid (engl.: nucleocapsid); p7 
NEAA  Nicht-essentielle Aminosäuren (engl.: non essential aminoacids) 
Nef  Negativer Effektor (engl.: negative effector); p27 
NP  Nicht-progredierender HIV-1 Patient (engl.: non progressor) 
OD  Optische Dichte 
OPD  o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid 
p  Plasmid 
Protein 
PBMC  Periphere mononukleäre Zellen (engl.: peripheral blood mononuclear cell) 
PCR  Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction) 
PEG  Polyethylenglykol 
PIC  Pre-Integrations Komplex (engl.: pre-integration complex) 
PR  Protease; p11 
R5  CCR5-trope HIV-1 Isolate 
R5/X4  dual-trope HIV-1 Isolate 
Rev  Regulator der Virusgen Expression (engl.: regulator of virion gene expression); 
p19 
rLU  relative Lichteinheit (engl.: relative light unit) 
RNA  Ribonukleinsäure (engl.: ribonucleic acid) 
RP  Schnell-progredierender HIV-1 Patient (engl.: rapid progressor) 
rpm  Umdrehungen pro Minute (engl.: revolutions per minute) 
RRE  Rev Response Element 
RRV  HIV-1 Env Rekombinanter Reportervirus 
RT  Reverse Transkriptase; p66 mit RNaseH bzw. p51 ohne RNaseH 
RTC  Reverse Transkriptions Komplex (engl.: reverse transcription complex) 
s.c.  subkutan (engl. subcuntaneous) 
scFv  Einzelketten variables Antikörperfragment (engl.: single chain fragment variable) 
sec  Sekunde(n) 
SIV  Simian Immundefizienz Virus (engl.: simian immundeficiency virus) VERZEICHNISSE 
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SP  Signalpeptid 
SP  Langsam-progredierender HIV-1 Patient (engl.: slow progressor) 
ssDNA  Einzelstrang DNA (engl.: single stranded DNA) 
ssRNA  Einzelstrang RNA (engl.: single stranded RNA) 
StabW  Standardabweichung 
SU  Oberflächeneinheit (engl.: surface unit); entspr.: gp41 
TAR  Transaktivator Response Element 
Tat  Transkriptions Transaktivator (engl.: transcriptional transactivator); p14 
TM  Transmembraneinheit (engl.: transmembran unit); entspr.: gp120 
tRNA  transfer-RNA 
U  Einheit / Viruspartikel (engl.: unit / viralparticle) 
UV  Ultraviolett 
VH  variable Region der schweren Kette (engl.: variable heavy) 
Vif  Viraler Infektiositätsfaktor (engl.: viral infectivity factor); p23 
VL  variable Region der leichten Kette (engl.: variable light) 
Vpr  Virusprotein R (engl.: viral protein R); p15 
Vpu  Virusprotein U (engl.: viral protein U); p16 
vRNA  virale RNA 
wt  wildtyp 
X4  CXCR4-trope HIV-1 Isolate 
Xgal  5-Brom-4-Chlor-Indolyl-b-D-Galaktosid 
5.5.2. Präfixe für Größeneinheiten 
Symbol  Name  Wert 
k  Kilo  (10
3)
1 = 10
3  1 000  Tausend 
h  Hekto  10
2  100  Hundert 
da  Deka  10
1  10  Zehn 
d  Dezi  10
−1  0,1  Zehntel 
c  Zenti  10
−2  0,01  Hundertstel 
m  Milli  (10
−3)
1 = 10
−3  0,001  Tausendstel 
μ  Mikro  (10
−3)
2 = 10
−6  0,000 001  Millionstel 
n  Nano  (10
−3)
3 = 10
−9  0,000 000 001  Milliardstel 
p  Piko  (10
−3)
4 = 10
−12  0,000 000 000 001  Billionstel VERZEICHNISSE 
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A  Ala  Alanin  -CH3  –  unpolar  1,8  neutral 
C  Cys  Cystein  -CH2SH  –  polar  2,5  neutral 
D  Asp  Asparaginsäure  -CH2COOH  –  polar  -3,5  sauer 
E  Glu  Glutaminsäure  -CH2CH2CONH2  –  polar  -3,5  neutral 
F  Phe  Phenylalanin  -CH2(C6H5)  1  unpolar  2,8  neutral 
G  Gly  Glycin  -H  –  unpolar  -0,4  neutral 
H  His  Histidin  -CH2(C3H3N2)  1  polar  -3,2  basisch 
I  Ile  Isoleucin  -CH(CH3)CH2CH3  2  unpolar  4,5  neutral 
K  Lys  Lysin  -CH2CH2CH2CH2NH2  –  polar  -3,9  basisch 
L  Leu  Leucin  -CH2CH(CH3)2  2  unpolar  3,8  neutral 
M  Met  Methionin  -CH2CH2SCH3  –  unpolar  1,9  neutral 
N  Asn  Asparagin  -CH2CONH2  –  polar  -3,5  neutral 
P  Pro  Prolin  -CH2CH2CH2-  –  unpolar  -1,6  neutral 
Q  Gln  Glutamin  -CH2CH2COOH  –  polar  -3,5  sauer 
R  Arg  Arginin  -CH2CH2CH2NH-
C(NH)NH2 
–  polar  -4,5  basisch 
S  Ser  Serin  -CH2OH  –  polar  -0,8  neutral 
T  Thr  Threonin  -CH(OH)CH3  –  polar  -0,7  neutral 
V  Val  Valin  -CH(CH3)2  2  unpolar  4,2  neutral 
W  Trp  Tryptophan  -CH2(C8H6N)  1  polar  -0,9  neutral 
Y  Tyr  Tyrosin  -CH2(C6H4)OH  1  polar  -1,3  neutral 



















Abbildung  42:  Verlauf  der  klinischen  Marker 
der untersuchten Patienten 
Verlauf  der  Viruslast  (♦;  linke  Größenachse)  und 
CD4
+-Zellzahl  (♦;  rechte  Größenachse).  Die  
jeweiligen  Infektionszeitpunkte  (♦),  der  Zeitpunkt 
der  untersuchten  Proben  (♦)  sowie  evtl.  Medika-
mentationen  sind  in  den  einzelnen  Diagrammen 
gegeben. ANHANG 
152 















   
Abbildung 43: Env Alignment der LTNP- und HIV-1 Kontroll-
patienten mit HXB2R 
Identische  Aminosäuren  sind  im  Alignment  durch  einen  Punkt 
wiedergegeben  (.),  freie  Positionen  durch  einen  Strich  (-),  
Stopcodons  mit  einen  Stern  (*).  Die  Farbbalken  markieren  die  
Bereiche des Signalpeptids (rot), gp120 (blau) und gp41 (grün). 
Die  Bereiche  des  Signalpeptids,  der  Variablen  Schleifen  sowie 
funktioneller Domänen in gp41 sind gelb hinterlegt dargestellt und 
beschriftet.  Konservierte  Cysteine  (*)  und  N-Gylkosylierungs-
stellen in HXB2R (^^^) sind über dem Alignment aufgezeigt. Für 
die Interaktion mit dem CD-Rezeptor (rot) bzw. Corezeptor (grün) 
wichtige  Aminosäuren  sind  in  der  Sequenz  von  HXB2R  farblich 
unterlegt. ANHANG 
160 
6.3. Neutralisation HIV-1 Env-rekombinanter Reporterviren 
 
Tabelle  17:  Neutralisation  der 
HIV-1  Env-rekombinanter  
Reporterviren 
# HIV-1 Subtyp C Isolat 
*  Reziproke  Verdünnung,  um 
50% bzw. 90% Neutralisation zu 
erzielen. 
c  Die  Berechnung  der  p-Werte 
erfolgt  unter  der  Annahme   
0,05. 
HIV  neg.  ist  eine  Kontrolle  mit 
HIV-1  negativen  Plasma.  Das 
Isolat  89.6  wurde  sowohl  auf 
U87.CD4.CCR5  Zellen  getestet 
(linke  Spalte),  als  auch  auf 
U87.CD4.CXCR4  Zellen  (rechte 
Spalte). ANHANG 
161 








Abbildung  44:  Inhibition  der  Peptid-
phagenbindung durch trimeres HIV-1 Env 
Durch  Zugabe  unterschiedlicher  Konzentrationen 
von  trimeren  HIV-1  (ADA.C1)  bzw.  CHO-neg  
(Negativkontrolle)  wird  die  Bindung  der  Peptid-
phagen  an  das  jeweilige  Serum  inhibiert.  Die  
maximale  Serumreaktivität  ist  im  Ansatz  ohne  
Inhibitor (Phage only) gegeben. Die Spezifität der 
Serumreaktivität  zeigen  die  Kontrollen  mit  einem 
unspezifischen  Phagen  und  dem  wt-Phagen 
(Kontrolle). ANHANG 
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Abbildung 45: Hybridoma ELISA HIV-1 gp140 Bindungsreaktivität 
HIV-1 gp140 beschichtete Platten wurden mit 100 µl Hybridomaüberstand inkubiert. Der Nachweis 
gebundener Mausantikörper erfolgte mit einem -Maus-HRP Antikörper (1:5.000). Negativkontrolle 
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